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第１章  緒 言  
１ .１  化 学 物 質管 理 の国内 外の動向と規制  
 現在、 商業的に 利用され ている化学物質は、数十万種類程と推定さ
れている が、米国 化学会が 運営している化学物質情報の世界的なデー
タベース Che mica l  Abs t r ac t s  Se r v i ce には、世界 で公表されたすべての
化学物質 情報が日 々収集さ れており、 2016 年 7 月現在、有機・無機化
学物質の 登録数は 、既に 1 億を超えて いる [1 ]。化学物質は生活に不可
欠な役割 を担う一 方で、適 正な取扱いをしなければ、直接的あるいは
環境汚染 を通じて 人の健康 と生態系などに悪影響を及ぼす恐れのある
化学物質 が多く存 在する [2 ]。  
国際的な 化学物質 管理の端緒は、199 2 年にブラジルのリオデジャネ
イロで開 催された 「国連環 境開発会議（通称地球サミット）」である。
ここで採 択された「 21 世紀に向け持続可能な開発を実現するために各
国および 関係国際 機関が実 行すべき行動計画 」いわゆる「アジェンダ
21」には、第 19 章に「有害 および危険な製品の違法な国際的移動の防
止を含む 有害化学 物質の環 境上適正な管理」が示されている [3 ]。その
10 年後の 2002 年 にヨハネ スブルグ で、持続可能な開発に関する世界
首脳会議 （ Wor ld  Su mmi t  on  Sus t a inab l e  De ve lop me n t、 WSS D と略す）
が開催さ れ、「 202 0 年まで に化学物質の製造と使用に 伴う人および環
境への著 しい悪影 響を最小 化する」という基本 目標（ WS S D 20 20 年目
標）が合意さ れた [3 ]。この流れを受けて、策定が進められたのが、国
際的な化 学物質管 理のため の戦略的アプローチ（ St r a t e g i c  Approach  t o  
In t e rna t i ona l  Che mic a l  Mana ge men t、S A ICM と略す）である [ 3 ]。SA ICM 
は、2006 年に ドバイ で開催された国際化学物質管理会議（ In t e rna t i ona l  
Confe rence  on  Che mica l s  Manage men t、 ICCM と略す）において、正式
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に採択さ れた。ま た、各国 の実施計画の策定および進捗状況を 管理す
るために、3～ 5 年 毎に IC CM フォローアップミーティングを開催する
ことが取 決められ た。2009 年と 20 12 年の第 2 回および第 3 回の IC CM
では日本 から提案 されたナ ノ材料の安全性やヨーロッパを中心に先行
して進め られてき た RoHS 指令 1、 RE ACH 規則 2に対応して、製品 中
の有害化 学物質な ど新規な 課題が追加された [4 ]。2015 年の第 4 回会合
では、ま た新たに 環境残留 性医療汚染物質の問題についても追加検討
が行われ た [4 ]。  
 1968 年に起 きた カネミ油 症事件では、熱媒体として使用されていた
ポリ塩化 ビ フ ェ ニ ル （ PCB）が漏れ出 し、食用油に混入して、西日本
を中心に 多大な健 康被害を 生じた [5 ]。この問題 を契機に、国内では化
学物質の 法規制の 必要性が 広く認識されることとなり、 PCB およびそ
れに類似 する化学 物質によ る汚染防止のために、「化学物質の審査およ
び製造等の 規 制 に 関 す る 法 律（化審 法）」が 1 9 7 3 年に 制定され た [ 5 ]。 
化審法は 一般の 化 学物質を“既存”と“新規”に分け 、法制定以前
に市場に 流通して いる既存 化学物質については国自ら安全性評価を行
い、必要 に応じて 規制措置 を講じる。一方、 新規化学物質は厳しい規
制を課し 、安全性 を確認し た上でないと製造も輸入もできないという
「新規化 学物質の 事前審査 制度」を 取り入れた世界最初の画期的な法
律であっ た。同様 なスキー ムは、その後に各国で制定された化学物質
規制法に も採り入 れられて いる [6～ 8]。  
規制の内 容は、 数 次の改正を経た後、国際情勢の変化を受けて、ハ
                                                     
1  RoHS 指令：2006 年 7 月に EU で施行された有害物質規制。電子・電
気機器へ の鉛、水 銀やカド ミウムなどの指定有害物質の使用が原則禁
止された 。  
2  REA CH 規 則、 200 7 年 6 月に EU で発効された化学物質の登録
(Regi s t r a t i on ) /評価 ( Eva lua t i on ) /認可 (Au thor i s a t i on ) /制限 (Res t r i c t i on )に
関わる規 則。  
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ザードベ ースの管 理からリ スクベースの管理へと抜本 的な見直しが行
われ、 2009 年に改 正化審法 が成立している [ 5、 9]。化学物質をより実
際的な影 響を考慮 して規制 しようとするのがリスクの概念である。例
えば劇物 の“硫酸 ”は、ハ ザード（有害性）は大きいが、工業的には
有益であ り、適切 に管理し て使用すれば、リスクは小さく抑えること
ができる 。リスク とハザー ドの関係は次式で表せる。  
リスク＝ 有害性（ハザード）×曝露量（摂取量）  
 我が国 の化学物 質の制度 は、リスクの考え方で整理することができ
る。先ず 、 1 年間 の製造ま たは輸入する量に応じた規制が行われてお
り、 100 キ ロ以上 1 トン未満は労働安全衛生法（安衛法） [10 ]、 1 トン
以上が化 審 法 で あ る [5 ]。 工 業 的に多 量に生産 使用さ れ る化学物 質は、
曝露量が 非常に多 く広範囲 に及ぶ可能性がある。すなわち、リスクが
極めて大 きくなる 恐れがあ る場合は 、化審法が適用される。一方、生
産量が比 較的少な い場合は 、曝露範囲が製造 などに従事する労働者に
限定され るため、 リスクは ある程度 小さく抑えることができる ので、
安衛法に よって規 制してい ると考えることができる。 1 年間の製造・
輸入量が 100 キ ロ 未満の化 学物質については、商業利用されるもので
あっても 、安衛法 の少量新 規の届出 のみで良く、有害性調査の義務は
課せられ ていない 。また、 試験研究用途であれば届出も不要である。
なお、特定用 途の化 学物質である“医薬品”、“食品と添加物 ”、“農薬”
および“劇物・毒 物 ”はそ れぞれ、“薬事法”、“食品衛生法”、“農薬取
締法”お よび“毒 物および 劇物取締法”という個別の法律によって規
制されて いる。こ れらの化 学物質は 、潜在的な有害性が高いと考えら
れる事か ら、リス クを最小 限にする ために、個々の法制度により特別
な規制が課せられ ている [11 ]。 Tab le  1 に化審法と他の化学物質制度と
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の位置付 けをまと めて示し ておく。  
 
T a b l e  1 .  T h e  m a i n  c h e m i c a l  r e g u l a t o r y  s y s t e m s  in  J a p a n  
Exposure  Hu man  hea l t h  e ff ec t s  
Acu t e  
t ox i c i t y  
Chron i c  t ox i c i t y  
Worke r  Po i sonous  
and  
De le t e r i ous  
Subs t ances  
Con t ro l  Ac t  
  Indus t r i a l  Sa fe t y  
and  Hea l t h  Ac t  
A gr i cu l t u r a l  Che mica l s  
Re gu la t i on  La w  
Consu mer    Food  San i t a t i on  
Ac t  
  Phar maceu t i ca l  
Aff a i r s  Ac t  
En vi ron -  
men t  
  Che mica l  
Subs t ances  
Con t ro l  Law 
  Air  Po l l u t i on  Con t ro l  
Ac t  
  Wate r  Po l l u t i on  
Con t ro l  Law 
  Soi l  Con ta mina t i on  
Coun te r measures  Ac t  
  Waste  Manage men t  
and  Pub l i c  C leans in g  
Ac t  
注釈  
  Acute  t ox i c i t y：急性 毒性  
  Chro mic  Tox ic i t y： 慢性（長期）毒性  
  Indus t r i a l  Sa fe t y  and  Hea l t h  Ac t：労働安全衛生法（安衛法）  
  A gr i cu l t u r a l  Che mica l s  Re gu la t i on  La w：農薬取締法  
  Food  San i t a t i on  Ac t：食品衛生法  
  Phar maceu t i ca l  Aff a i r s  Ac t：薬事法  
  Che mica l  Subs t ances  Con t ro l  La w：化学物 質審査規制法（化審法）  
  Poi sonous  and  De le t e r i ous  Subs t ances  C on t ro l  Ac t：毒劇法  
  Air  Po l l u t i on  Con t ro l  Ac t：大気汚染防止法  
  Wate r  Po l l u t i on  Con t ro l  Law：水質汚濁防止法  
  Soi l  Con ta mina t i on  Coun te r measures  Ac t：土壌汚染対策法  
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１ .２  化 学 物 質の 有 害性調 査の現状と課題  
各国の化 学物質 規 制の進展に伴い、 評価基準や審査手続きなど の差
異が障害 となって 、円滑な 貿易を損なう問題が生じてきた。こうした
事態を踏 まえて、 国際調和 を目指した検討が進められ 、 OE CD を中心
に、化学 物質の安 全性に関 するテストガイドラインの 標準化および事
前審査制 度で必ず 評価すべ き項目を定めた MP D の策定と勧告が行わ
れた [5、 8]。 高生産 量（ Hi gh  Produc t i on  Vo lu me、 HPV と略す）の化学
物質（ O ECD 加盟国 の少なくとも１カ国で 1 ,000 トン以上生産されて
いる化学 物質）に ついては 、国際協力によって有害性の評価に必要な
情報の収 集が進め られてき た。これらの取組みに応じて、我が国では
2005 年か ら 645 物 質の有機 化合物を優先情報収集対象物質としてリス
トアップ し、産業 界と国が 連携して情報発信するための「官民連携既
存化学物 質安全性 情報収集 ･発信プログラム 、通称 J apan チャレンジプ
ログラム 」が実施 された [12 ]。  
 H PV 化 学 物 質 に つ い て は 有 害 性 情 報 の 収 集 が 着 実 に 進 め ら れ て い
る一方で 、その他 の化学物 質の有害性調査は非常に限 られた取組みと
なってい る。実際 に我が国 の新規化学物質の有害性調査の制度では、
安衛法に おいて「 微生物を 用いた変異原性試験」開発者の名に因み通
称エーム ス（ A mes）試験と呼ばれる 1 項目のみが課せられている。こ
の有害性 調査の目 的は、化 学物質のヒト健康影響で第一に懸念される
がん原性 の可能性 の有無を 判定することである。がん原性は、 短期間
に現れる 毒性とは 異なり、 曝露から発がんに至るまで の潜伏期間が数
年から数 十年と長 期である ために、被害が顕在化するまで、多数の人々
が有害性 を知らず に曝露さ れる心配が有ることから、他の毒性とは大
きく異な る危険性 を持つ。 実際に石綿（アスベスト） による中皮腫や
肺がんな どは、ア スベスト 使用が禁止された後も、多くの人に健康影
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響が生じ て問題と なってい る。  
 
 MPD（ Mini mu m Pr e -Mar ke t i n g  Se t  o f  D a t a：上市前最小データセット） 
  化学物質 の同定デ ータ（名称、構造式など）  
  製 造 ／ 使 用 ／ 廃 棄 デ ー タ （ 予 定 生 産 量 、 用 途 、 廃 棄 方 法 、 輸 送 方
法）  
  推奨され る予防方 法及び緊急時の方法  
  分析方法  
  物 理 ／ 化 学 デ ー タ （ 融 点 、 沸 点 、 密 度 、 水 へ の 溶 解 度 、 分 配 係 数
など）  
  急 性 毒 性 デ ー タ （ 急 性 経 口 毒 性 、 急 性 経 皮 毒 性 、 急 性 吸 入 毒 性 、
皮膚刺激 性、皮膚 感作性、眼刺激性）  
  反復投与 毒性デー タ（ 14～ 28 日の反復投与）  
  変異原性 データ  
  生態毒性 データ  
  魚類（ L C 5 0 少 なく とも 96 時間曝露）  
  ミジンコ （ 14 日間 繁殖テスト）  
  藻類（ 4 日間 生長阻 害性）  
  分解度／ 蓄積性デ ータ  
  生分解性（ スクリ ー ニング段階の生分解性データ（易分解性）） 
  生体蓄積 性（ス クリ ーニング段階の生体蓄積データ（分配係数、
n -オ クタノ ール／水 分配係数、脂肪への溶解性、水への溶解性、
生分解性））  
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がん原性 を調べ る ための発がん性試験は、数年に渡る動物実験が必
要な上に 膨大な費 用が掛る ものとなっている 。発がんのプロセスはま
だ不明な 点が多い が、少な くとも次の 3 つの段階を経て発がん に至る
という多 段階説が 支持され ている [13 ]。  
① In i t i a t i on（イニシ エーション）：発が ん性物質により、体細胞に突
然変異が 誘発され る。  
 ② Pro mot ion（ プ ロ モ ー シ ョ ン）：変 異した体細 胞がが ん化促進物 質
の影響を 受けてが ん細胞と なる。  
 ③がん 細胞が増 殖能を獲 得し悪性増殖の段階に入り、がん組織とな
る。  
 イニシ エーショ ン作用を もつ物質をイニシエーター（ i n i t i a t o r）と呼
び、イニ シエータ ーの殆ど は遺伝子に直接作用する遺伝子損傷 性を持
つ物質で ある。こ のイニシ エーターを検出する試験が、遺伝毒性試験
であり、 発がん性 試験に代 わってがん原性の可能性を 予測する試験と
して重要 な地位を 占めてい る。  
遺伝毒性 とは遺伝 物質（ D NA）に対する毒性の総称であり．D NA 損
傷 性 か ら 突 然 変 異 誘 発 性 （ muta ge nes i s ）， そ し て 染 色 体 異 常 誘 発 性
（ chro moso me  abe r r a t i on）までを包含する広い 意味に用 いられている。
ちなみに 、変異 原性（ muta gen i c i t y）は突然変異誘発性を指し、遺伝毒
性よりも 限定的に 用いられ る場合が多い。また、遺伝毒性には、がん
原性予測 のほかに も重要な 意義があると考えられている。  
遺伝毒性 の影響 は 、遺伝子変化が 生じる場所が体細胞 のがん関連遺
伝子で起 きる場合 は発がん 、生殖細胞の場合は様々な遺伝病に関与し
ているこ とが知ら れている 。一方、D NA 損傷の蓄積は，体細胞におい
ては早期 老化、免 疫機能障 害、心血管系および神経変性疾患、 生殖細
胞では自 然 流 産 や 不 妊 な ど に関 連す ることが 報告 され ている [14 ]。こ
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のように 遺伝毒性 は、発が んだけでなく様々な健康影響に係っている
と考えら れている [1 5、 16]。  
国際化学 物質安全 性計画（ In t e rna t i ona l  P ro gra m on  Che mic a l  Sa fe ty、  
IP CS と略す）に お ける遺伝 毒性試験の調和計画に基づく国際的な共同
研究によ れば、一 つの試験 だけでは 全ての遺伝毒性物質を検出できな
いことが 明らかと なってい る。そのため、遺伝毒性の安全性評価には、
遺伝子突 然変異（ ge ne  muta t i on）、染色体構造異常誘発能（ c l a s togen i c i t y）
および染 色体数の 異常であ る異数性 （ aneup lo id y）の 3 つの指標を組
合せて評 価 す る の が 基 本 で ある [17 ]。 この組合 せ評 価に は、現在 のと
ころ、少 なくとも A mes  試験（ gene  mu ta t i on の検出）と i n  v i t ro 小核
試験（ micron uc l eus  t e s t  は  ch ro moso ma l  abe r r a t i ons と aneup lo idy の両
方を検出 ）の 2 つの試験が 必要だと考えられている [18 ]。  
一方、遺 伝毒性 試 験を複数 組合せることによる問題も生じている。
発がんの プロセス は不明な 点も多いため、遺伝毒性試験で陽性を示し
たものが 必ずしも 全てがん 原性物質であるわけではない。すなわち、
発がん性 物 質 検 出 の 特 異 性 が低 下す るという 問題 が生 じた [19 ]。 特に
医薬品候 補化合物 の場合に は、がん原性否定のための動物試験 の追加
が必要に なったり 、開発中止になったり、悩ましい問題が起きている。
また、毒 性試験全 般につい て、動物愛護の精神および 動物実験は時間
と高いコ ストがか かる割に 、ヒトの健康影響に対する 予測力が必ずし
も高いと は言えな いという 批判から、 EU では 20 13 年から化粧品の動
物実験が 完全に禁 止される など、次の 3R の原則徹底が推進されてい
る [20 ]。  
① Replace me n t（代替 ）：できる限り動物 の代替の i n  v i t ro 試験を使う。 
② Reduc t ion（ 削減）：できる限り動物の数を少なくする 。  
③ Ref ine men t（ 改善 ）：できる限り動物に苦痛を与えない 。  
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以上のよ うに、遺 伝毒性試験は i n  v i t ro の代替試験法への転換なら
びに、が ん原性の 予測精度 が高い試験法が求められており、そのため
の研究は 発がんプ ロセスの 解明にも通じるものと考えられる。  
遺伝毒性 試験法 の 研究は数多く行われており 、これまでに標準化さ
れた試験 法は OE C D テストガイドラインや ISO（国際標準化機構 ）な
どに登録 されて い る [21 ]。 Tab le  2 にこれらの中から、検出システム、
試験系（微生 物また はほ乳類培養細胞）、試験の実施に必要な化学物質
の量、試 験期間お よび試験 コストの項目で区分して、 実際に利用頻度
が高い代 表的な 5 種類の i n  v i t ro 遺伝毒性試験を示した。  
 
T a b l e  2 .  R e p r e s e n t a t i v e  i n  v i t r o  g e n o t o x i c i t y  t e s t i n g  
m e t h o d s  
Detection 
system 
Assay Type Test 
Code 
Test 
system 
Cells 
/dose 
Chemical Test 
period 
Cost 
/¥1,000 
Gene mutation Ames test OECD 
471 
Bacteria 108 a few 
grams 
several 
days 
100~ 
Mouse 
lymphoma assay 
OECD 
490 
Mammalian 
cell 
107 a few 
grams 
a few 
months 
1,000~ 
2,000 
Chromosome 
aberration 
Chromosome 
aberration test 
OECD 
473 
Mammalian 
cell 
105 a few 
grams 
a few 
months 
500~ 
2,000 
Micronucleus 
test * 
OECD 
487 
DNA damage umu test ISO 
13829 
Bacteria 108 a few mg several 
days 
100~ 
*  Mic ronuc l eus  t e s t  de t ec t s  bo th  c h ro mos o mal  abe r r a t i ons  and  aneup lo id y.  
 
  
10 
 
代表的な i n  v i t ro 遺 伝毒性試験の中でも、A mes 試験はがん原性との
一致率が 比 較 的 高 い こ と が 知ら れて いる [22 ]。 また、 一 般的な微 生物
実験施設 であれば 実施でき る利便性があるため、世界中で最も 多く利
用されて いる。 B.  N .  A mes 博士が開発したオリジナルの 試験は、 ネズ
ミチフス 菌（ Sa lmo ne l la  t yph imur ium）を使用しているが、一般的には
検出力を 高めるた めに、タイプの異なる菌種を組合わせ て実施さ れる。
実際に安 衛法では 、大腸菌も含め 5 種類の菌を用いている。Tab le  2 に
は菌種を 絞った簡 易試験の 凡その料金を示した。ちな みに、一般的な
5 種類の菌を 用いる 場合は 30 万円程度掛る。  
我が国に おける A mes 試験の実施件数は、安衛法の新規化学物質の
届出状況 によれば 、 2015 年は 1 ,057 物質であった [23 ]。医薬品などの
候補物質 のスクリ ーニング や品質管理などが目的の利用は、これには
含まれな いので、 もう少し 多くの物質に利用されているものと推測さ
れる。よ って A me s 試験だけでも、年間に数億円程度のコストが費や
されてい る こ と が 分 か る 。 一 方、 A me s 試験の実施 義務 の無い製造 ・
輸入量が 100  kg 未 満の少量 新規の届出件数は 、 10 倍以上の 17 ,367 物
質であっ た [23 ]。こ れには試験研究用途の化学物質は含まれないので、
遺伝毒性 試験を全 ての新規 化学物質 について実施しようと思えば、コ
スト的に 極めて困 難である と考えざるを得ない。  
そこで、 新規化 学 物質の有害性情報を効率良く収集したいという課
題に対して 、 A mes 試 験 結 果の データ ベースを利 用した 定量的構造 活
性相関（ Quan t i t a t i ve  S t ruc tu re–Ac t iv i t y  Re l a t i onsh ip、 Q SA R と略す）
を用いて 、試験結 果をコン ピュータ上で予測しようという国際的な取
組みも行 われてい る [8、 24]。 i n  v i vo と  i n  v i t ro に準じて、コンピュー
タで行う ので i n  s i l i co  A mes  t e s t と呼ばれることもある。これには、実
験動物の 削減や実 際の試験 が困難な 物質の、有害性を評価するための
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代替手段 としての 目的もあ る。約 90％の精度で試験結果を予測するこ
とができる QSAR も開発さ れており、医薬品の 不純物に 関する ICH ガ
イドライ ンや香料 の試験ガ イドラインに QS AR の利用が一部取入れら
れている [21 ]。  
 また、 A me s 試験 や um u 試験などについて、マイクロプレートを用
い て ス ケ ー ル ダ ウ ン と 自 動 化 を 図 る こ と に よ り 、 試 験 の ハ イ ス ル ー
プット化 の試みが 報告され ている。 試験期間は変わらないが、一般の
A mes 試験 に対し て 、試験実 施に必要な化学物質の量を 1 /2 0 から 1 /100
に減少し 、処理化 合物数を 2 倍から 3 倍に増加しており、人件費を除
く試験費 用は 1 /3 から 1 /8 に減少している。さらに、試験結果の一致
率は、約 90%と良 好な成果 が得られている [ 25 ]。しかしながら、標準
化が行わ れておら ず、主として製薬企業毎に構築し利用されてい たり、
水質検査 などの特 定分野に 利用が限定されたりと広く一般の化学物質
に利用さ れるには 至ってい ない。  
 
１ .３  研 究 目 的  
前節（１ .２）に述 べたように、遺伝毒性試験は高生産量の化学物質
や医薬品 などを除 き殆どの 化学物質にとって、実質的に唯一の有害性
調査の手 段であり 、重要な 役割を担っている。しかし ながら、安衛法
の少量新 規物質な どのよう に、年間およそ 2 万種類の化学物質に利用
できるよ うにする ためには 、現行の A mes 試験に比べて、処理能力が
10 倍以上高く、且 つがん原 性物質の予測精度 が高い試験方法の開発が
必要であ る。この 課題を解 決するため、新しい毒性試験法の開発が本
研究の目 的である 。  
一般の毒 性試験で は、動物試験は 3 R の徹底に反するためヒトに近
いほ乳類 の培養細 胞を利用 する方が、バクテリアよりも有利だと考え
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られるが 、遺伝毒 性試験で はバクテリアを用いる A me s 試験が主であ
り、ほ乳 類の培養 細胞を用 いる試験は A mes 試験が行えない場合に、
例えば抗 菌剤など の試験に 補完的に用いられることが多かった。さら
に、ほ乳 類の培養 細胞を用 いる試験は、がん原性物質 の検出特異性が
低いこと が問題で あった。  
ほ乳類培 養細胞 を 用いる試験が十分に有効でなかった理由として、
A mes 試 験 に 比 べ て 実 施 の ハー ドルが 比較的高か ったこ とが背景に あ
る。一つ は 、 A mes 試 験 の 実施 には特 別な施設が 不要で 普通の微生 物
用の実験 施設で良 いが、ほ 乳類の培養細胞を扱うには無菌操作が行え
る清浄度 の高い実 験施設が 必要である。もう一つの、最大の要因は、
計測の難 しい遺伝 毒性指標 が用いられており、大きなネックとなって
いる。例 えば小核 や染色体 異常は、 出現頻度が低いために多くの細胞
を観察す る必要が あったり 、標本の 作製の良し悪しが試験結果に影響
したり、 さらに計 測の自動 化が難しかったりなど、計測に多大な労力
が費やされて試験 コストを 押上げる要因にもなってい た。  
近年、 iPS 細胞 の 発 明以 来、創薬や再生医療での培養細胞の使用は
増加し、 ほ乳類の 培養細胞 を扱う実験器材や 実験施設は、多くの大学
と研究機 関で普通 に備えら れるようになった。また、 利用可能な培養
細胞の種 類も広が りつつあ ることから、今や最大のネックは遺伝毒性
指標のみ となって いる。発 想を転換すれば、計測が容易な遺伝毒性指
標をほ乳 類の培養 細胞に見 出すことができれば、様々な種類の細胞に
も応用可 能 な 汎 用 性 の 非 常 に 高い試 験法となり 、 A mes 試験を超え る
新たな遺 伝毒性試 験が創成 できる可能性がある。  
そこで本 博士論 文 研究では、見落とされていた細胞核のスエリング
（肥大化）（ nuc l ea r  swe l l i ng、 NS と略す）に着目した。がん原性物質
は、ほ乳 類の細胞 核に NS を惹き起すことが 古くから知られている。
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この現象は 19 38 年 に Page が報告したのが最初であり [26 ]、Hela  S3 細
胞などの 培養細胞 を用いて A gre lo ほか多くの研究報告がある [27、2 8]。
またこの 現象を応 用して、Gran t と Finch らはがん原性物質のスクリー
ニ ン グ 方 法 （ nuc l ea r  en l a rge men t  a s say ） を 提 案 し た が [ 29 、 30] 、
Westmore l and らに よれば [31 ]、この N S の大部分は、細胞の老化やが
ん化に関 連するは ずの D N A 量の増加とは無関係であ ることが示され
ており [32、 33]、N S が生じる理由は分からなかったことから、がん原
性スクリ ーニング 法として 普及しなかった。 また、当時は NS を顕微
鏡画像か ら読取る ことは容 易ではなく、現在のようにコンピュータに
よる画像 処理の技 術は無か った。利用可能な手段は、194 0 年に開発さ
れ た コ ー ル タ ー カ ウ ン タ ー 3く ら い しか 無 く 、 一 般 に は普 及 し て い な
かったこ となどか ら、その 後 N S が生じるメカニズム についての研究
に進展がないまま 毒性学的 な位置付けも行われなかった。しかし、筆
者は染色 体異常試 験に携わ る経験の中で、染色体異常と同時にしばし
ば NS を実際 に観察 する機会を得たことから NS の研究を実施した。  
F ig .1 に本研究 で着 目した細胞核の NS の研究の概観を示した。この
図では細 胞核のス エリング と、既知の遺伝毒性指標である染色体異常
および小 核を細胞 周期と位 置付けして示した。  
本研究で は、第 1 章で研究の背景と意義を述べ、第 2 章で細胞核の
NS と 既知 の 遺 伝 毒 性 指 標 である 染色 体異常 との相 関性 につい て研究
した。  
第 3 章では、第 2 章の結果から導いた仮説について、 既知の化学物
質を用い て実験検 証した。  
第 4 章では、第 2 章と第 3 章の結果を総合的に考察した。  
                                                     
3  電気抵抗 を利用 し た粒子測定原理で、粒子が細孔を通過する際に生
じる電気 抵抗の変 化から、 粒子個数と体積を計測する 装置。  
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第 5 章では、以上 の成果を 総括した。
F i g . 1 . O v e r v i e w  o f  r e s e a r c h .
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第２章  CHL 細胞の染色体異常試験を通じた
細胞核のスエリング  
細胞核の スエリン グ（ nuc l ea r  s we l l i n g、NS と略す）を惹き起すがん
原 性 物 質 の 多 く は 遺 伝 毒 性 物 質 で も あ り 、 D NA 損 傷 、 染 色 体 異 常
（ chro moso me  abe r r a t i on、CA と略す）や小核などを誘起する。実際に
染色体異 常試験に おける標 本観察において、NS をしばしば観察した経
験がある ことから 、ほ乳類 培養細胞の NS と CA には何らかの関係が
あるので はないか と考えた 。最初に、代表的な染色体構造異常誘発物
質（ c l a s to ge n） 6 種 類に つ いて、我が国で最も良く用いられており、
データも 豊富な CH L 細胞 を用いた染色体異常試験を 定法にしたがっ
て行い、NS と CA の両方を 測定し、得られた結果を比較して相関性を
検討した 。  
 
２ .１  実 験 材 料お よび方法  
 細 胞 株  ２ .１ .１
細 胞 株 は 、 我 が 国 で 染 色 体 異 常 試 験 の 使 用 実 績 が 最 も 多 い チ ャ イ
ニーズ・ ハ ム ス タ ー 肺 由 来 繊 維芽細 胞 CH L/ IU（ヒ ュー マンサイエ ン
ス振興財団ヒ ュ ー マン サ イ エンス研究資源バンクから購入した。 CHL
と略す）を 使用し た 。CHL 細胞は、Ea gl e’ s  min i mu m es sen t i a l  med iu m
に非働化 仔牛血清 を 10%(v/ v)添加した培養液を用いて 、 37℃、 CO 2 濃
度 5%の条件下で 培 養した。  
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 被 験 物 質  ２ .１ .２
Tab le  3 に、 6 種類の染色体構造異常誘発物質を示した。これらの被
験物質は 、研究報 告を参考 に選択した [ 34～ 41]。 6 種類のうち B[a ]P、
CP および DMB A は、代謝 活性化されて染色体異常を示す間接変異原
とも呼ば れる物質 である。被験物質は DMSO または生理食塩水に適量
を溶解し 、培 養液に 対して 1%(v/ v)添加した。培養液中の最高濃度は、
細胞毒性 を示す濃 度に調整 した。濃度間隔は、原則公比 2 または 4 と
した。 CP のみ √2 であ る。  
 
T a b l e  3 .  L i s t  o f  c o m p o u n d s  t e s t e d  f o r  C H L  
No.  Co mp ound  ( Ano the r  na me)  CAS  No  Source  
So lve n t  
u sed  
1  Mi tomyc in  C  (MMC)  50 -07 -7  Wako  Sa l i ne  
2  Me thyl  me thane  su l f ona t e  (MMS)  66 -27 -3  S igma -  
Ald r i ch  
Sa l i ne  
3  1 -Meth yl -3 -n i t r o -1 -n i t rosoguan id ine  
(MNNG)  
70 -25 -7  Wako  DMSO  
4  Ben zo[a ]p yrene  (B[a ]P)  50 -32 -8  Wako  DMSO  
5  C yc lophospha mide  M onoh ydra t e  
(CP)  
6055 -19 -2  Wako  Sa l i ne  
6  9 ,10 -Di me th yl -1 ,2 -b enzan th racene  
(DMBA)  
57 -97 -6  Wako  DMSO  
Wako :  Wa ko  Pure  Ch e mica l  In dus t r i e s ,  L t d  
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 代 謝 活 性化  ２ .１ .３
i n  v i t ro の試験では 、動物のように薬物代謝が行われないので、代わ
りに代謝 活性化酵 素 S9 を用いた。 S 9 は、フェノバルビタールと 5 ,6 -
ベンゾフ ラボンで 誘導した 雄のラット肝より調製したオリエンタル酵
母製を使 用した。 試験には S9 単独ではなく、 次の組成の S9  mix を用
い、 S9 の培 養液中 の最終濃 度は、 5%( v/ v)になるように添加した。  
S9  mi x：  S9  2  ml、 2 0  mM  H EPE S 1 . 34  ml、 50  mM  M gCl 2  0 .67  ml、 330  
mM  K Cl  0 .67  ml、50  mM  Glucose -6 -phosp ha t e  0 .67  ml、40  mM  NA DP(Na 2 )  
0 .67  ml お よび精製 水  0 .67  ml。  
 
 CHL の 処 理  ２ .１ .４
細胞は直径 60  mm のプラスチックシャーレに、4 ,000  ce l l s /ml の細胞
懸濁液 5  ml を播種 し、 3 日間前培養した後、被験物質溶液と代謝活性
化による 場合は、 S 9  mix も 同時に加えて 6 時間処理した。次に 1 8 時
間の回復 時間を置 いた後に 、細胞回収の 2 時間前に培養液に対して濃
度が 0 .2  μ g/ ml にな るように コルセミドを添加し、分裂中期の細胞を蓄
積 さ せ た 。 得 ら れ た 細 胞 は 、 0 .25%ト リ プ シ ン 溶 液 に 5 分 間 浸 し て
シャーレ から剥離 した後、 細胞核のスエリングと染色体異常の判定に
使用した 。 Fi g .  2 に 処理操作の概略を示した。  
 
 
F i g . 2 .  Treatment  for CHL cel l s .  
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 染 色 体 異常 の 測定  ２ .１ .５
CHL 細胞 は、 0 . 075  mol / l  K Cl 水溶液に懸濁して 37℃で 15 分間低張
処理した 後、氷冷し たカルノア液（酢酸 :エタノール =1:3）で固定した。
さらにカ ルノア液 に細胞を 懸濁させ、スライ ドグラスへ滴下して乾燥
した後、ギ ムザ液で 染色した。倍率 600×の生物顕微鏡（ Ol ympus  BX 50）
を用い、 1 用量当 り 100 個 の分裂中期像について染色体異常の有無を
観察した 。ただし 、分裂中 期像が細胞毒性のため 100 個未満のときは
残り全て の数の細 胞を観察 した。Fi g . 3 に染色体標本の作製フロー図と
染色体異 常の分類 （模式図 および写真例）を まとめて示した。  
 
 
F i g . 3 .  A n a l y s e s  o f  C A s .  
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 細 胞 核 スエ リ ングの測定  ２ .１ .６
細胞懸濁 液 にホ ル マ リ ン を 2%(v/ v)添 加し、 細胞を固定 してから細
胞核を測 定した。 ホルマリ ン固定した細胞は 、冷蔵すれば数日 保存可
能である 。細胞核 の観察方 法には種々あるが、細胞をスライドガラス
上で風乾 後に、細 胞核をギ ムザ染色して明視野透過光で観察する方法
は、風乾 により細 胞核が扁 平に変形 するので、実験毎に細胞核の大き
さが変動 する可能 性がある 。そこで 、細胞懸濁液のまま細胞核を蛍光
染色し、 蛍光顕微 鏡で測定 する方法 を選択した。核染色には、 アクリ
ジンオレ ンジ、DAP I および H oechs t  33 3 42 の良く知られた 3 種類の蛍
光染色剤 を試した。染色剤は 何れも 50  μ g/ ml の水溶液を調製して、細
胞懸濁液へ 1～ 2%(v /v)添加 して用いた。染色剤テストの結果、アクリ
ジンオレ ンジは細 胞質の RN A も染めるため、細胞全体が明るくなり細
胞核だけ を 明 る く 撮 影 す る こ とがで きなかった 。 D AP I は細胞膜透 過
性が無い ため、細 胞 懸濁液に添加後に超音波洗浄で 10～ 2 0 秒間処理し
て測定す ると、細 胞核だけ が明るく染まった コントラストの良い画像
が得られ た。Hoechs t  33342 は細胞膜透過性が有り、超音波処理しなく
ても D AP I と同 様 に、細胞 核だけが明るく染まったコントラストの良
い画像が 得られた 。 CHL の スエリング測定では、 H oech s t  33342 を用
いて NS を測 定した 。  
蛍光染色 した細胞 懸濁液を 遠心分離により 2～ 4 倍に濃縮し、尿沈渣
検査用の セキスイ 検鏡プレ ート U R -1 37 -S へ注いだ。この検鏡プレー
トは、ス ライドガ ラスとカ バーガラスにあらかじめ 0 .0 7  mm の隙間が
設 定 さ れ た 血 球 計 算 盤 の よ う な 構 造 を し て い る 。 こ れ を 蛍 光 顕 微 鏡
（ Ol ympus  BX 50FL A、対物 レンズ 20×、日本ローパー染色体検査補助
システム C IS -0 2）で、1 フレーム 6 46×483  μ m を用量当り 72 フレーム
撮影した 。これは 1 . 57  μ l の細胞懸濁液を撮影したことに相当する。得
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られた画 像を画像 解析ソフ トウエア Ima ge -Pro  P lus  Ver.5 で処理し、細
胞核の面 積と細胞 核の数を 測り、細胞核の面積を度数分布法により分
類して、 NS を生 じ た細胞とそれ以外 とを識別した。  
 
 細 胞 毒 性評 価 と細胞周期 の解析 および統計処理  ２ .１ .７
１）細胞 毒性の評 価  
細胞核の スエリ ン グと同時に細胞毒性も測定した。細胞毒性は試験
開始時と 終了時の コントロ ール群と 、被験物質処理群の細胞数を比較
し、次式 の細胞の 相対的増 加量 R IC C（ Rela t i ve  Inc rease  Ce l l  Coun t）
を指標と して評価 した [42～ 44]。  
RICC = (Increase in number of cells in treated cultures (final− starting))(Increase in number of cells in control cultures (final− starting)) × 10 
 
２）細胞 周期の解 析  
 増殖し ている細 胞は、DNA 量によって、次のように分けられる。ま
た、これ を図示す ると理想 的には Fi g .4 (a )のようになるが、 D NA 量の
測定値に ばらつき があるが 正規分布をしていると考えられるので、実
際には Fi g .4 (b )の よ うなグラフが得られる。G1 と G2＋ M のピークトッ
プの間は S 成 分が 合成され たものになるが、 G1 の左側半分と G2＋ M
の右側半 分は S 成 分の影響 が少ない領域となる [ 45、 46]。  
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状態 周期 DNA 量 説明
G1 細胞 1 個分 細胞分裂後の娘細胞（ Gap1）
間期
S 細胞 1 個から
2 個の間
G1～ G2 の間で細胞分裂に必要な
DNA 合成期
G2 細胞 2 個分 M 期直前の準備期 （ Gap2）
分裂期 M 細胞 2 個分 有糸分裂期（ Mitos i s）
F i g . 4 . The DNA content  of  the  ce l l  nucleus . (a )  Ideal  h i s togram,  
(b) Pract i ca l  h i s togram, B l u e  a r e a ≈ (G2+M)/2 .
３）統計 処理
フィッシ ャーの正 確確率検定とカイ二乗検定は、CA および NS の出
現率につ いて、陰 性対照群 と処理群に統計的な違いがあるかどうかを
見るため に使用し た。相関係数（ r 2）は、各濃度の NS%と CA%に相関
があるか どうかを 示すのに 用いた。統計学的優位レベルは全て p<0 .05
とした。
 
DNA content
C
el
l n
um
be
r
G1
G2+M
S
(a) (b)
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２ .２  結果  
 CHL 細 胞核 の 大き さと NS の定義  ２ .２ .１
Fig .5 に実験で 得ら れた細胞核の蛍光顕微鏡像の一部を示した。細胞
核は明る く、背景 は一様に 暗くコントラスが明瞭な画像を得ることが
できた。 このよう な蛍光顕 微鏡像を画像解析して、細胞核の面積を算
出した。Fi g .6 のヒ ストグラ ムは、陰性対照群（溶媒対照群）の細胞核
面積を 6 回に亘っ て測定し た結果である。
F i g . 5 . Fl u o r e s c e n t  m i c r o s c o p e  i m a g e  o f  t h e  n u c l e i .
F i g . 6 .  H i s t o g r a m  o f  C H L  c e l l  n u c l e a r  a r e a s  f o r  t h e  
n e g a t i v e  c o n t r o l s .  T h e  o r d i n a t e s  ( r e l a t i v e  f r e q u e n c y )  
a r e  e x p r e s s e d  a s  t h e  m e a n  ±  S D  ( s t a n d a r d  d e v i a t i o n )  o f  
s i x  e x p e r i m e n t s .  T h e  e r r o r  b a r s  i n d i c a t e  t h e  S D .
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ヒストグ ラムが 正 規分布から外れた形を示すのは、対数増殖期の細
胞が、 G 1 期 、 S 期 、 G2 期および M 期と異なるフェーズの細胞集団で
あり、また それぞ れ のフェーズの占める割合も均一でないためである。
これら細 胞周期の 解析結果 は、２ .２ .３項に後述した。  
細胞核の それぞ れ の区間面積を見ると、標準偏差が最大約 5％あっ
たことか ら、陰性 対照群の 細胞核の相対頻度（平均値＋標準偏差）が
5%以上の区間 に注 目したと ころ、陰性対照群（＝溶媒対象群）の主要
な範囲は 60～ 1 50  μ m 2 に分 布していることがわかった。したがって、
陰性対照 群 の 範 囲 よ り 大 き い区間 面 積（ 160  μ m 2 以上） の相対頻 度が
NS(%)であると 定義 した。  
 
 CHL を 用い た 染色 体異常と細胞核スエリングの相関性  ２ .２ .２
Fig .7 に、 MN NG によって生じた細胞核のスエリングを示した。細
胞 核 の ス エ リ ン グ は 、 溶 媒 対 照 群 の 最 大 値 の 近 傍 160、 170 お よ び
180  μ m 2 の 3 区 間 に集中し て出現したので、スエリングを実際的に扱
う場合は 、この 3 区間の相 対頻度を合計（ %）した。この範囲よりも
大きくか け離れた 値も時折 得られるが、画像解析手法では複数個の密
集した細 胞集団が 識別でき ないために生じた ものであり、スエリング
を識別す るには 、区 間を限定した方が 1 60  μ m 2 以上とした場合よりも、
ばらつき の少ない 測定結果 を得ることができた。  
また、細 胞核を球 体と仮定すると、体積は断面積の 3 / 2 乗に比例す
るので、 NS 細 胞は 正常細胞核の最大値に比べて 1 .1～ 1 . 3 倍の体積増
加であっ た（ (160 /1 50)^ (3 /2）≒ 1 . 1、 (1 80 /150)^ (3 /2 )≒ 1 .3）。  
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F i g . 7 .  M a j o r  n u c l e a r  s w e l l i n g  a r e a s  f o r  C H L  c e l l s .  
H i s t o g r a m  o f  c e l l  n u c l e a r  a r e a s  f o r  c l a s t o g e n s  ( e . g . ,  
M N N G ) .  
 
染色体異 常（ CA）と細胞核のスエリング（ NS）の測定結果を Tab le  
4 に示した 。 NS(%)の出現頻度は、 Clas togen 毎に、用量に依存して誘
発され、陰 性 対 照 に 比 べ て 統計的に有意に増加した。 C A の出現と比
較すると 、 MMS (6 . 3  and  13  μ g/ ml )  と  MMNG (0 . 31  μ g/ ml )では CA(%)
は 誘 起 し た が 、 NS(%)は 誘 起し な か った 。 逆 に 、 DMBA ( 2 .0  μ g/ ml )に
おいて CA は 誘起し なかったが、NS は誘起した。これらに 違いがあっ
たが、 C A(%)と N S( %)の相関係数（ r 2）は、最も低い値の MNN G でも
0 .84 であっ た。中 でも MMC と CP は r 2 が、0 .9 以上と極めて高い相関
を示した 。  
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Table  4 .  Clas togens  induced chromosome aberrat ions  and nuclear sw el l ing  in  CHL cel l s  
 
Chromosome aberrations
Compound Concentration S9 mix RICC Observed
(μg/ml） (%) Observed ctb cte csb cse other total (%) Cells 160 170 180 total
MMC 0 - 100 100 1 0 0 1 0 2 940 0.3 0.3 0.5 1.2 r2= 0.9595
0.0076 - 81 100 1 4 0 0 0 5 770 0.8 0.3 0.1 1.2 p  = 0.0035
0.031 - 75 100 2 8 0 0 0 9 * 717 1.4 * 0.6 0.1 2.1 3
0.12 - 54 100 10 78 1 0 0 82 * 526 7.0 * 6.1 * 3.8 * 16.9 * 8.428
0.49 - 44 100 25 77 2 0 4 87 * 438 10.0 * 8.7 * 5.5 * 24.2 *
MMS 0 - 100 100 0 0 0 0 0 0 735 1.0 0.5 0.0 1.5 r2= 0.8913
6.3 - 110 100 14 6 0 0 0 19 * 997 1.1 0.6 0.3 2.0 p  = 0.0157
13 - 104 100 24 14 0 0 0 36 * 942 1.5 0.8 0.4 2.8 3
25 - 108 100 30 47 0 0 0 65 * 974 3.6 * 2.4 * 0.9 * 6.9 * 4.960
50 - 72 100 6 97 0 0 0 100 * 676 8.3 * 4.7 * 3.0 * 16.0 *
MNNG 0 - 100 100 1 2 0 0 0 3 1100 2.0 1.0 0.6 3.6 r2= 0.8396
0.31 - 85 100 19 28 3 0 0 45 * 782 2.3 1.8 0.1 4.2 p  = 0.0287
0.63 - 67 100 36 48 2 0 0 64 * 632 5.2 * 2.5 * 1.3 9.0 * 3
1.3 - 72 100 32 83 0 0 0 93 * 671 7.7 * 6.6 * 3.0 * 17.3 * 3.962658537
2.5 - 65 100 17 96 0 0 0 100 * 617 6.0 * 5.3 * 4.1 * 15.4 *
B[a]P 0 + 100 100 0 0 0 0 0 0 770 0.3 0.0 0.1 0.4 r2= 0.8507
2.0 + 109 100 0 0 0 0 0 0 838 0.4 0.0 0.1 0.5 p  = 0.0257
7.8 + 67 100 0 9 0 0 0 9 * 531 1.1 0.4 0.8 2.3 * 3
31 + 54 100 9 42 0 0 2 46 * 435 3.4 * 1.6 * 0.9 6.0 * 4.134929475
125 + 60 100 24 58 3 0 9 73 * 478 8.6 * 7.3 * 8.2 * 24.1 *
CP 0 + 100 100 1 0 0 0 0 1 943 4.2 1.0 0.3 5.5 r2= 0.9270
6.3 + 93 100 27 63 0 0 0 70 * 883 8.3 * 4.0 * 2.7 * 14.9 * p  = 0.0372
8.8 + 93 100 1 93 0 0 0 94 * 883 11.9 * 7.5 * 6.2 * 25.6 * 2
13 + 90 100 0 100 0 0 0 100 * 854 12.2 * 6.4 * 5.2 * 23.8 * 5.040997691
DMBA 0 + 100 100 0 0 0 0 0 0 3214 1.4 0.6 0.3 2.3 r2= 0.8814
0.98 + 104 100 0 0 0 0 0 0 3352 1.7 0.8 0.1 2.7 p  = 0.0180
2.0 + 116 100 0 1 0 0 0 1 3728 4.4 * 2.3 * 1.2 * 7.8 * 3
3.9 + 71 100 6 9 0 0 0 13 * 2308 4.7 * 3.2 * 1.3 * 9.2 * 4.721833314
7.8 + 55 22 1 21 0 0 0 100 * 1814 7.9 * 7.4 * 4.8 * 20.1 *
RICC= relative increase in cell counts
ctb: chromatid break , cte: chromatid exchange, csb: chromosome break, cse: chromosome exchange, other: fragmentation.
class 160: >150 up to 160 μm2, class 170: >160 up to 170 μm2, class 180: >170 up to 180 μm2
*: Asterisks indicate statistically higher than controls (* p <0.05; Fisher's exact test or Chi-squared test ), White letters indicate clearly higher than controls (NS > 5 %)
Nuclear swelling (%) Correlation between
chromosome aberrations and
nuclear swellings
Class of nuclear area (μm2)No. of cells with structural aberrations
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 細 胞 周 期の 解 析結果  ２ .２ .３
CHL の 細 胞 核 の 蛍 光 顕 微 鏡 像 を 画 像 解 析 し て 得 た 積 分 光 学 濃 度
（ In t e gra t ed  Op t i ca l  Dens i t y）が、D NA 含量に比例することを利用して
細胞周期 を解析し た。陰性 対照群の解析結果を Fig .8 に示した。これ
らの結果 から細胞 周期の割 合は、それぞれ凡そ G1 期 46%、S 期 20％、
“ G2+M”期 3 4%で あった。 G2 期と M 期は DN A 含量では判別できな
いが、染色体 標本 の様子か ら、 M 期は細胞の 1 割程度を占めているこ
とが分か っている 。したが って、 G2 期はかなりラフな値だが 24％前
後、すな わち対数 増殖期の 細胞のおよそ四分の一を占めると推測され
た。  
 
F i g . 8 .  T h e  D N A  c o n t e n t  o f  t h e  C H L  c e l l  n u c l e u s .  
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２ .３  考 察 と要約  
6 種類の c l a s togen を 用いた C HL 細胞の試験における C A(%)と NS(%)
の関連に ついて 、何 れの c l a s togen においても高い相関が 見られた。本
実験で観 察された スエリン グは、D N A 合成の異常な亢進によらないも
のである ため、間 期（顕微 鏡的に細胞が分裂していない状態）におけ
る細胞核 の構造的 異常、す なわち染色体異常が主な原因であると考え
られる。 これを裏 付けるも のとして、正常な個々の染色体は間期にお
い て 染 色 体 テ リ ト リ ー と 呼 ば れ る 核 内 配 置 を 持 つ が [4 7 ]、 放 射 線 に
よって損 傷 し た 染 色 体 が 核 内を移 動 すること が知ら れ ているの で [48 ]、
放射線と 同様に c l a s togen が染色体の損傷、引いては染色体テリトリー
の核内配 置の破壊 を引起し 、その歪みが間期核のスエリングを 誘起す
ものと推 測した 。一 方、c l a s to gen  毎に CA(%)と NS(%)の相関の程度が
異なって いたが、 染色体の 損傷と関連が深いと考えれば、その 修復機
能には様 々な経路 が存在し ているため、化学物質の種類によってその
発現の程 度が異な り、結果 的に NS(% )の程度の違いとして現れるもの
と考察さ れる。  
細胞核の スエリ ン グが間期核の構造異常を示すものであると仮定す
ると、ス エリング を細胞核 の大きさで識別しているため、細胞周期の
G1 期や S 期 よりも G2 期に おけるスエリングが検出しやすいと考えら
れる。増殖期 の細胞 は G2 期から M 期へ移行するものであるから、G 2
期のスエ リ ン グ の 出 現 率 は M 期の染色体異常の出現率に近いもので
ある可能 性が高い。したがって、G2 期の NS(%)から CA(% )が推測でき
る 可能 性 が あ る 。 ２ .２ .３ 項の 結 果 か ら 、正 常 な 対 数増 殖 期の 細 胞の
G2 期はおよ そ四分 の一を占 めるので、NS(%)を 4 倍した値が CA(%)  に
近い値を 示すはず である。 実際には 化学物質の毒性に よる細胞周期の
遅延が知 られてお り、補正 が必要なので非常にラフな計算となるが、
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F ig . 9 に Tab le  4 の 結果につ いて、 4 倍の NS(%)  と CA(%)  を比較した
ものを示 した。ば らつきは 大きいが、切片を 0 とした時の線形近似式
の傾きは 、理 想値 の 1 .0 に近い 1 .09 を示した。細胞核のスエリングが
間期核の 構造異常 を示すも のであるとの仮定が正しければ、ラフな推
定値であ るものの 、染色体 の構造異常値を比較的簡単に予測すること
が可能で ある。こ のように 染色体異常試験の結果を推定する方法は、
これまで の研究報 告に無か ったものである。 染色体標本の作製や観察
などには 熟練した 測定者が かなりの労力を費やすものであり、仮定が
正しけれ ば細胞核 のスエリ ングは極めて有益な情報である。  
 
 
F i g . 9 .  4×N S  ( % )  v s .  C A s  ( % ) .  
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 以上の 研究成果 を要約す ると次のようになる。  
①  CHL の染 色体異 常 試験では、6 種類の c l a s togen の各々で、NS(%)
と CA(%)に高い相 関性があったが、 c l a s togen の種類によって作
用は異な り、相関 係数 r 2 は 0 .84～ 0 .9 6 と幅が見られた。  
②  c l a s togen による 染 色体異常が間期の細胞核の 染色体テリトリー
に 歪 み を 生 み 、 その 結果として間期核のスエリングを誘起する
と示唆さ れた。す なわち、 c l a s to ge n が N S 誘起するという仮説
を導くこ とができ る。  
③  この仮説 から、細 胞核のスエリングが間期核 、特に G 2 期の染
色 体 （ 構 造 ） 異 常で あると仮定すると、 NS(%)から CA(%)を推
測できる 可能性が ある。実際に N S(%)から予測した値は、実測
の CA(%)に近い値 を示した。  
本仮説が 検証され れば、細胞核のスエリングが新しい遺伝毒性試験
の指標と して極め て有望で あると考えられる 。本試験 法では、計測に
要する細 胞懸濁液 は用量当 たり約 10  μ l と極めて少量であり、蛍光顕
微鏡の画 像解析で 済むこと から、試験のスケールダウンや測定の自動
化が可能 である 。ま た、被 験物質の使用量は数 mg で足りる。しかも、
検体の処 理から計 測まで 2 日間という短期間で実施できる。さらに、
染色体本 数が多く て染色体 分析が難しいヒト細胞のような場合におい
ても、熟 練者と多 大な労力 を要する染色体標本の作製 および観察を実
施するこ となく、 染色体異 常の出現頻度を推定できるなど、様々なメ
リットが 期待でき る。  
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第３章  L5178Y 細胞を用いた細胞核の
スエリング  
３ .１  概 説  
染色体 異常 誘発 物 質（ c l a s to gen）は、細胞核のスエリング（ nuc l ea r  
swe l l i n g、 NS と 略 す ） を 誘 起 す る と い う 仮 説 の 検 証 に 当 た っ て は 、
c l a s togen に 対 す る 感 受 性 が C HL と 同 等 で あ る と 考 え ら れ る 細 胞
L5178Y を 用いた [49、50]。CHL は繊維芽細胞でありシャーレに接着す
る性質が あり、NS を測定す るために トリプシン処理によりシャーレか
ら細胞を 剥離し培 養液へ懸 濁させる 手間が掛かるのに対して、L51 78Y
はマウス のリンパ 腫由来の 浮遊細胞であり、NS を測定するのにトリプ
シン処理 が 不 要 で あ る 。 ま た 、 L51 78 Y は、 チミジン キ ナーゼ遺伝 子
座（ t k）の変 異を指標 として、遺伝毒性を検出する試験（ Mous e  l ymph o ma  
as say、 ML A と 略 す ） に 主 に用いられ ている。チミジン キナーゼ酵素
が欠失す ると、ト リフルオ ロチミジンに対して耐性になる。また、チ
ミジンキ ナーゼ遺 伝子座は 細胞増殖に係わる常染色体上にあり 、大き
な欠失が 起きると 増殖速度 が遅くなることから、 gene  muta t i on 以外に
染色体レ ベルの欠 失（ chro moso me 損傷）も検出できる。 MLA は、多
くの化学 物質につ いて実施 データと研究報告がある [51～ 54]。  
c l a s togen は、 NS 誘 起するという仮説を検証するために、次の 3 つ
のタイプ に分類さ れる既知 の化学物質を用いて N S を測定し、それぞ
れについ て結果と 考察を示 した。  
①  染色体 構造異 常 誘発物質（ c l a s toge n）  
②  染色体 数の異 常 を誘発する異数性誘発物質（ Aneu gen）  
③  遺伝毒 性のな い 非変異原性物質（ n on -muta gen）  
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３ .２  実 験 材 料お よ び方法  
 細 胞 株  ３ .２ .１
マウスリ ンパ腫由 来の L5 178Y t k + / - 3 . 7 .2c 株（ L5178 Y と略す）は国
立 医 薬 品 食 品 衛 生 研 究 所 か ら 分 与 さ れ た も の を 使 用 し た 。 RPM I1640
培地に、非 働化馬 血 清 10%(v/ v)とピルビン酸ナトリウム を培養液に濃
度 200  μ g/ ml とな るように 添加した培養液を用いて、 3 7℃、 C O 2 濃度
5%の条件下で 培養 した。  
 
 被 験 物 質  ３ .２ .２
Tab le  5 に染色体の 構造異常誘発物質 1 5 種類、異数性誘発物質 4 種
類および 非変異原 性物質 12 種類を示した。これらの被験 物質は 、研究
報告を参 考に選択 した [ 34～ 41、 55]。被験物質は DMSO または生理食
塩水に適 量 を 溶 解 し 、 培 養 液に 対し て 1%添加した。 培 養液中の最高
濃度は、細 胞毒性 を 示す濃度に調整した。高い細胞毒性がない場合は、
c l a s togen  と aneu ge n  が原則 500  μ g/ ml、 non -muta gen は 2 , 000  μ g/ ml と
した。濃 度間隔は 、幅広い 濃度範囲をカバーするために公比 2 または
4 とした。  
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T a b l e  5 .  L i s t  o f  c o m p o u n d s  t e s t e d  f o r  L 5 1 7 8 Y  
No.  Co mp ound  ( Al i a s  na me)  CAS  No  Source  
So lve n t  
u sed  
Clas toge ns  
1  Mi tomyc in  C  (MMC)  50 -07 -7  Wako  Sa l i ne  
2  
Me thyl  me thane  su l f ona t e  (MMS)  66 -27 -3  
S igma -  
Ald r i ch  
Sa l i ne  
3  1 -Meth yl -3 -n i t r o -1 -  
n i t r o soguan id ine  (M NN G)  
70 -25 -7  Wako  DMSO  
4  Ben zo[a ]p yrene  (B[a ]P)  50 -32 -8  Wako  DMSO  
5  C yc lophospha mide  M onoh ydra t e  
(CP)  
6055 -19 -2  Wako  Sa l i ne  
6  9 ,10 -Di me th yl -1 ,2 -b enzan th racene  
(DMBA)  
57 -97 -6  Wako  DMSO  
7  Ace t a minophe n  103 -90 -2  Wako  DMSO  
8  Sod iu m A zide  26628 -22 -8  N aca  Sa l i ne  
9  2 -(2 -Fur yl ) -3 - (5 -n i t r o -2 - fu r y l ) -  
ac ry l a mide  (AF2)  
3688 -53 -7  Wako  DMSO  
10  4 -Ni t roqu ino l i ne  1 -O xide  (4NQ O)  56 -57 -5  Wako  DMSO  
11  2 -Ace t a midof luo rene  (AAF)  53 -96 -3  Wako  DMSO  
12  1 -Meth yl -5H-p yr ido [ 4 ,3 -b ] indo l e -
3 -a mi ne  ace t i c  ac id  
(Trp -P -2  Ace t a t e )  
72254 -58 -1  Wako  DMSO  
13  2 -A minoan th racene  (2AA)  613 -13 -8  N aca  DMSO  
14  Diphen yla mine  122 -39 -4  Wako  DMSO  
15  Pyro ga l l o l  87 -66 -1  Wako  Sa l i ne  
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T a b l e  5 .  ( C o n t i n u e d )  
No.  Co mp ound  ( Al i a s  na me)  CAS  No  Source  
So lve n t  
u sed  
Aneu gens     
16  Me thyl  2 -ben z i mida zo l e  ca rba ma te  
(Ca rbenda z i m)  
10605 -21 -7  Wako  DMSO  
17  Co lch i c ine  64 -86 -8  Wako  DMSO  
18  Die thyl s t i l bes t ro l  (D ES)  56 -53 -1  Wako  DMSO  
19  2 ,2 ,2 -Tr i ch lo ro -1 -h ydroxye th yl  
d i me th yl  phospha t e  ( Tr i ch lo r fon)  
52 -68 -6  Wako  DMSO  
Non -muta ge ns     
20  To luene  108 -88 -3  Wako  DMSO  
21  o -C h lo ro to luene  95 -49 -8  Wako  DMSO  
22  Sa l i cy l i c  ac id  69 -72 -7  Wako  DMSO  
23  DL -Tar t a r i c  ac id  133 -37 -9  Wako  Sa l i ne  
24  2 ,4 ,6 -Tr i ch lo roan i l i ne  634 -93 -5  Wako  DMSO  
25  Die thyl  ph tha l a t e  84 -66 -2  Wako  DMSO  
26  L(+) -Asc orb i c  ac id  ( Vi t amin  C)  50 -81 -7  Wako  Sa l i ne  
27  β -Caro t ene  7235 -40 -7  T C I  DMSO  
28  Methac ry l a mide  79 -39 -0  Wako  Sa l i ne  
29  C yc lohexene  110 -8 3 -8  Wako  DMSO  
30  I sop rop yl a mine  75 -31 -0  Wako  Sa l i ne  
31  d l -a -Tocophe ro l  (Vi t a min  E)  10191 -41 -0  Wako  DMSO  
Wako :  Wa ko  Pure  Ch e mica l  In dus t r i e s ,  L t d .  
Naca :  Naca l a i  Tesque ,  Inc .  
T C I:  Tokyo  Che mica l  Ind us t ry  Co . ,  L td .  
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 代 謝 活 性化  ３ .２ .３
代謝活性 化のため の S9 は、フェノバルビタールと 5 ,6 -ベンゾフラボ
ンで誘導 した雄の ラット肝 より調製したオリエンタル酵母製を 使用し
た。試験 には S9 単 独ではなく、次の組成の S9  mix を用い、S9 の培養
液中の最 終濃度は 2 %(v/ v)になるように 添加した。  
S9  mi x：  S9  2  ml ,  0 . 18  g / ml  Glucose -6 -p hospha t e  1  ml ,  25  mg /ml  N ADP 
1  ml および 150  mM  K Cl  1  ml。  
 
 L5178Y の 処 理   ３ .２ .４
細胞は培 養面積 75  c m 2 容積 270  ml の培養フラスコで、 細胞密度が
1 .2×10 6  ce l l s / ml を超えない ように継代しながら前培養し、対数増殖期
になった ものを使 用した。 密度 5×10 5  ce l l s / ml の細胞 400  μ l と被験物
質溶液を 1 .5  ml の マイクロ チューブに入れ、同時に 150  mM K Cl 水溶
液（代謝活性 化に よらない 場合）または S9  mix（代謝活性化による場
合）を添 加した。 このマイ クロチューブを緩やかに振とうしながら、
37℃イン キュベー ター内で 3 時間処理後、遠心分離して上清に含まれ
る被験物 質を除去 した後、 新しい培養液 1  ml を加えて 24 穴プレート
に移し、 21 時間培 養して回 復した後に NS 細胞を判別した。 Fi g .10 に
処理操作 図をまと めて示し た。  
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F i g . 10 .  T r e a t m e n t  f o r  L 5 1 7 8 Y  c e l l s .  
 
 
 細 胞 核 スエ リ ングの測定  ３ .２ .５
細胞懸濁 液はホル マリンを 2%( v/ v)添加して固定し、 50  μ g/ ml  DA P I
または 50  μ g/ ml  Ho echs t  33342 水溶液を 1～ 2%(v/ v)添加して蛍光染色
した。細 胞懸濁液 は、尿沈 渣検査用プレート（セキスイ検鏡プレート
UR -137 -S）の スラ イドガラ スとカバーガラスの 0 .07  mm の隙間へ注い
だ後、蛍光 顕微鏡（ Olympus  BX 50 FLA、対物レンズ 20×、日本ローパー
染色体検 査補助シ ステム C IS -02）で、 1 フレーム 646×4 83  μ m を用量
当り 72 フレーム 撮 影した。これは 1 .5 7  μ l の細胞懸濁液を撮影したこ
とに相当 する。得 られた画 像を画像解析ソフトウエア Ima ge -Pro  P lu s   
Ver.5 で処理し、細 胞核の面 積と細胞核の数を測り、細胞核の面積を度
数分布法 により分 類して、 NS を生じた細胞とそれ以外を識別した。  
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 細 胞 毒 性の 評 価と統計処理  ３ .２ .６
細胞毒 性は C HL 処 理の 場合と同様に、次式の細胞の相対的増加量
（ R IC C）を指 標と した [42～ 44]。  
RICC = (Increase in number of cells in treated cultures (final− starting))(Increase in number of cells in control cultures (final− starting)) × 10 
 
統計処理 は、NS の 出現率について、陰性対照群と処理群に統計的な
違いがあ るかどう かを見る ために、 フィッシャーの正確確率検定とカ
イ二乗検 定を使用 した。統 計学的優位レベルは全て p<0 .05 とした。  
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３ .３  結 果  
 L5178Y 細 胞 核の 大きさと NS の定義  ３ .３ .１
陰性対照 群（溶 媒 対照群）の細胞核面積を、 6 回に亘って測定した
結果を Fi g .11 の ヒ ストグラムで示した。細胞核の区間面積を見ると、
標準偏差 が最大 約 5％あったことから 、陰性対照群の細胞核の相対頻
度（平均 値 ＋ 標 準 偏 差 ） が 5%以上 の ものに注目し たと ころ、陰性対
照群の主 要な範囲 は 50～ 1 00  μ m 2 に分布していることが分かった。し
たがって 、 陰 性 対 照 群 の 範 囲より 大 きい区間 面積（ 1 00  μ m 2 以 上）の
相対頻度 が、細胞 核のスエ リングを示している。  
 
 
F i g . 11 .  H i s t o g r a m  o f  L 5178Y n u c l e a r  a r e a s  f o r  t h e  
n e g a t i v e  c o n t r o l s .  T h e  o r d i n a t e s  ( r e l a t i v e  f r e q u e n c y )  
a r e  e x p r e s s e d  a s  t h e  m e a n  ±  S D  ( s t a n d a r d  d e v i a t i o n )  o f  
s i x  e x p e r i m e n t s .  T h e  e r r o r  b a r s  i n d i c a t e  t h e  S D .  
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F ig . 12 に、 M NNG によって生じた細胞核のスエリングを示した。細
胞 核 の ス エ リ ン グ は 、 溶 媒 対 照 群 の 最 大 値 の 近 傍 11 0、 120 お よ び
130  μ m 2 の 3 区 間 に集中し て出現し ていることから、 スエリングを実
際的に扱 う場合は 、この 3 区間の相対頻度（ %）を合計した。  
また、NS 細胞 の大 きさ（体積増加）は、陰性対照群の最大値に比較
し て 1 .2 ～ 1 .5 倍 で あ る こ と が 分 か っ た （ (110 /100)^ (3 /2 ) ≒ 1 .2 、
(130 /100)^ (3 /2 )≒ 1 .5）。  
 
 
F i g . 1 2 .  M a j o r  n u c l e a r  s w e l l i n g  a r e a s  f o r  L 5 1 7 8 Y s .  
H i s t o g r a m  o f  c e l l  n u c l e a r  a r e a s  f o r  c l a s t o g e n s  ( e . g . ,  
M N N G ) .  
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 染 色 体 異常 誘 発物質によるスエリング  ３ .３ .２
１）結果  
染色体異 常誘発物 質によるスエリングの測定結果は、 Fi g . 13 に被験
物質の濃 度を横軸 にして NS(%)を棒グラフ、 細胞毒性 R IC C(%)を折線
で 示 し た 。 折 線 上 の 数 値 は 観 察 細 胞 数 で あ る 。 Clas to ge n の 多 く は、
NS の出現 率が被 験 物質の種類によって増加割合は異なるものの 、用量
依存的に 増 加 し て 、 細 胞 毒 性 が高い 程（ R IC C(%)が低い 程）高い値 を
示したが 、 MNN G、 2 -Ace t a midof luo ren e および P yro ga l l o l は増加後に
減少した 。  
 
 
 
F i g . 1 3 .  Clas togens  induced nuclear swel l ing  in  L5178Y cel l s .  
N S = n u c l e a r  s w e l l i n g  ( r e l a t i v e  f r e q u e n c y  o f  c l a s s e s  w i t h  
s w e l l i n g  a r e a ) ,  R I C C =  r e l a t i v e  i n c r e a s e  i n  c e l l  c o u n t s .   
( - S 9 ) = w i t h o u t  m e t a b o l i c  a c t i v a t i o n ,  ( + S 9 )  =  w i t h  
m e t a b o l i c  a c t i v a t i o n .  T h e  l a b e l  v a l u e s  i n  t h e  g r a p h  a r e  
t h e  o b s e r v e d  n u m b e r  o f  c e l l s .  A s t e r i s k s  ( * )  i n d i c a t e  
s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  c o m p a r e d  t o  c o n t r o l s  ( *  p < 0 . 0 5 ;  
F i s h e r ' s  e x a c t  t e s t  o r  C h i - s q u a r e d  t e s t ) .  N u c l e a r  
s w e l l i n g  i n  t h e  r e d  b a r  g r a p h s  i s  5 %  o r  m o r e .  
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F i g . 1 3 .  (Cont inued )  
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２）考察  
試験結果 の特徴を 次のように考察した。  
①  染色体標 本の場合 は、被験物質の濃度間隔を公比 2 よりも小さ
く 設 定 し 、 適 切 な 細 胞 毒 性 を 示 す ま で 何 度 も 実 験 を 繰 返 す が 、
NS は標本 作製が 不 要であり細胞も少しあれば足りるので、用量
の微調整 は不要で あり公比 2 または 4 で良かった 。  
②  ① に 関 連 し た 染 色 体 異 常 試 験 は 、 適 切 な 染 色 体 標 本 の 得 ら れ る
細 胞 毒 性 の 領 域 が 狭 い 。 仮 に 高 い 細 胞 毒 性 に お い て 標 本 が 得 ら
れ て も 、 高 い 細 胞 毒 性 に よ る 二 次 的 な 作 用 に よ っ て 染 色 体 異 常
が誘発さ れること があるため、R ICC は 50%以下での測定が推奨
されてい る。それに 対して NS は、少々高い細胞毒性でも問題な
く測定で きた。  
③  NS が染色 体の構 造 異常を反映しているとすると、細胞核の体積
変化は、 染色体 の 1 本当たりの体積が同一と仮定した場合、そ
の 構 造 異 常 の 程 度 も 染 色 体 数 が 多 い ほ ど 増 加 す る と 考 え ら れ る 。
例えば 、C HL と L51 78Y の染色体数は、それぞれ 25 本と 4 0 本で
あり、 L5178Y の体 積変化のほうが大きくなる筈である。実際に
細胞核の スエリン グを測定すると、断面積はどちらも約 30  μ m 2
で あ り 、 両 者 の 体 積 増 加 は ほ ぼ 同 程 度 で あ っ た 。 こ れ ら の 結 果
は 、 上 記 の 仮 定 が 正 し く な い こ と を 示 し て い る 。 一 方 、 そ の 結
果 は 、 染 色 体 の 構 造 異 常 の 修 復 系 が 働 く の に は 、 所 定 サ イ ズ の
空間が必 要なこと を示唆している。  
④  NS(%)は殆どの c l a s t ogen で用量に依存して増加したが、M NN G、
2 -Ace t a midof luo ren e および P yro ga l l o l は、be l l -shaped 型の用量反
応曲線を 示した 。こ れは高用量において NS の出現よりも細胞毒
性が優っ たためと 推測され、言い換えると NS の出現は細胞死と
 49 
 
は異なる 現象であ ると考えられる。  
⑤  AF2 は代表 的陽性 物質と思われている。一方、Diphen yla mi ne は、
ヒトリン パ球にお いて小核を誘発したとの報告があるが [ 56 ]、弱
い c l a s togen で ある [40 ]。両者の NS(%)の誘発については、用量
31  μ g/ ml 以 下では同 程度のレベルであった。また 、A F2 は細胞毒
性が高か ったが、 用量 125  μ g/ ml（ +S 9）でも N S(%)値が得られ
たが、 Diphen yla min e は細胞毒性によってデータが得られなかっ
た。  
⑥  4NQO の代謝 活性化 系（ +S 9）は、コントロールの NS(%)が 5 .3%
と高 い値 であ った 以外は、 非代謝活性化系（ -S 9）と同様の結果
を示した ため、測 定のばらつきが原因と考えられる。  
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 数 的 異 常誘 発 物質によるスエリング  ３ .３ .３
１）結果  
F ig . 14 に 数的異 常 誘発物質によるスエリング の測定結果を示した。
Aneu gens が 誘 起 し た NS(%) は 、 代 謝 活 性 化 系 の Colch i c ine と
Die thyl s t i l bes t ro l においては c l a s to gen とほとんど同じレベルであった
が 、 非 代 謝 活 性 化 系 の C olch i c ine と Die th yl s t i l bes t ro l お よ び
Carbenda z i m と Tr i ch lo r fon については c l a s togen よりも低かった。  
 
 
 
F i g . 1 4 .  Aneugens  induced  nuclear swel l ing  in  L5178Y ce l l s .  
N S = n u c l e a r  s w e l l i n g  ( r e l a t i v e  f r e q u e n c y  o f  c l a s s e s  w i t h  
s w e l l i n g  a r e a ) ,  R I C C =  r e l a t i v e  i n c r e a s e  i n  c e l l  c o u n t s .  
( - S 9 ) = w i t h o u t  m e t a b o l i c  a c t i v a t i o n ,  ( + S 9 )  =  w i t h  
m e t a b o l i c  a c t i v a t i o n .  T h e  l a b e l  v a l u e s  i n  t h e  g r a p h  a r e  
t h e  o b s e r v e d  n u m b e r  o f  c e l l s .  A s t e r i s k s  ( * )  i n d i c a t e  
s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  c o m p a r e d  t o  c o n t r o l s  ( *  p < 0 . 0 5 ;  
F i s h e r ' s  e x a c t  t e s t  o r  C h i - s q u a r e d  t e s t ) .  N u c l e a r  
s w e l l i n g  i n  t h e  r e d  b a r  g r a p h s  i s  5 %  o r  m o r e .  
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F i g . 1 4 .  (Cont inued )  
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F i g . 1 4 .  (Cont inued )  
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F i g . 1 4 .  (Cont inued )  
 
２）考察  
Co l ch i c ine は NS を誘起したが、構造異 常と数的異常を同時に誘起す
ることが 知られて おり [57 ]、他の ane ugen よりも NS(%)が高くても矛
盾がない。Die th yl s t i l bes t ro l  (DES)は、代謝活性化系において相対頻度
が 5%を超え て細胞 核のスエリングが出現したが、 D ES は i n  v i t ro の
様々なげ っ歯類の 細胞株に おいて、 姉妹染色分体交換 と染色体の構造
異常を誘 起すると いう報告 があり [58、 59]、 D ES による NS(%)の誘起
は、やは り染色体 の構造異 常のためと示唆された。なお、数的異常に
よる染色 体数の増 加が細胞 当たり 2 個分を超えれば、細胞核のスエリ
ングとし て当然検 出される はずだが、本研究では Aneu gen s の曝露から
NS 測定ま でに 1 日 間しかないため、 細胞当たりの染色体数が理論上、
細胞 2 個分を超 え て増加す ることが無い。数的異常による細胞核のス
エリング を検出す るために は、 A neu gens の曝露から NS 測定までを、
例えば 2 日間にし て試験す る必要があると考えられる 。  
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 非 変 異 原性 物 質によるスエリング  ３ .３ .４
１）結果  
非 変異 原 性 物 質 に よ る ス エ リ ング の 測 定結 果を Fi g .15 に 示し た。
Non -muta gen の NS (%)は 、 5%を 超 え る 目 立 っ た 誘 起 が 、 Toluene の
500  μ g/ ml（＋ S9）、β -Caro t ene の 7 .8  μ g /ml（＋ S9）および C yc lohexene
の 2 .0  μ g/ ml（＋ S9）におい て、それぞれ 9 . 7％、 6 .2％および 5 . 8％で
あった。 他は全般 的に目立 った NS の誘起が見られなかった。  
 
 
 
F i g . 1 5 .  Non-mutagens  induced nuclear swel l ing  in  L5178Y cel l s .  
N S = n u c l e a r  s w e l l i n g  ( r e l a t i v e  f r e q u e n c y  o f  c l a s s e s  w i t h  
s w e l l i n g  a r e a ) ,  R I C C =  r e l a t i v e  i n c r e a s e  i n  c e l l  c o u n t s .  
( - S 9 ) = w i t h o u t  m e t a b o l i c  a c t i v a t i o n ,  ( + S 9 )  =  w i t h  
m e t a b o l i c  a c t i v a t i o n .  T h e  l a b e l  v a l u e s  i n  t h e  g r a p h  a r e  
t h e  o b s e r v e d  n u m b e r  o f  c e l l s .  A s t e r i s k s  ( * )  i n d i c a t e  
s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  c o m p a r e d  t o  c o n t r o l s  ( *  p < 0 . 0 5 ;  
F i s h e r ' s  e x a c t  t e s t  o r  C h i - s q u a r e d  t e s t ) .  N u c l e a r  
s w e l l i n g  i n  t h e  r e d  b a r  g r a p h s  i s  5 %  o r  m o r e .  
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F i g . 1 5 .  (Cont inued )  
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２）考察  
5%を超えた細 胞核 のスエリングは、 Toluene の 500  μ g/ ml（＋ S9）、
β -Caro t ene の 7 .8  μ g /ml（＋ S9）および C yc lohexe ne の 2 .0  μ g /ml（＋ S9）
において 、それぞ れ 9 .7％、 6 . 2％および 5 .8％であった。  
NS は全ての 化学物 質に起きるわけではないが、 i n  v i vo では起きな
い遺伝毒 性が、i n  v i t ro では高い細胞毒性において、二次的な毒性作用
によって 染 色 体 異 常 が み ら れる こと があるた め [60 ]、 類 似な現象 とし
て Toluene では、 高い細胞 毒性において細胞核のスエリングが生じた
ものと示唆される 。他の 2 物質は、細胞毒性との関連も見られないた
め 、今 の と こ ろ 明 確 な 原 因 は 分 から な かっ た が 、 ３ .３ .１ 項で 述 べた
ように、 陰 性 対 照 群 の 測 定 値に 最大 5%程度のばらつき があったこと
から、そ れ よ り も 1%程 度 高いが予想 外の実験誤差 のた めとも考えら
れる。本 試験法は 細胞懸濁 液の一部を撮影し、画像処理で細胞核の大
きさを計 測するも のである 。撮影に影響する要因は、細胞の凝集状態
や焦点（ ピント） 調整など があるが、得られた画像は一見して問題は
なかった 。  
他の non -muta gen は、全般的に目立った NS(%)の誘起 が無く、仮説
通りの結 果であっ た。  
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３ .４  考 察と 要約  
 c l a s togen は NS 誘 起するという仮説 の検証について、L5 178Y を用い
た細胞核 のスエリ ングは期 待された通りの結果であった。この結果は、
細胞核の スエリン グが細胞 核の構造異常であることを強く示唆してい
る。研究 成果を要 約すると 次のようになる。  
①  15 種類の c l a s togen の殆どは、仮説から期待された通りに N S(%)
を用 量 に 依存 し て 増加したが、 M NN G、 2 -Ace t a mi dof luo re ne お
よび P yro ga l l o l は be l l -s haped 型の用量反応曲線を示した。これ
は高用量 において 、NS の出現よりも細胞毒性が優ったためと推
定され、 言い換え ると NS の出現は細胞死とは異なる 現象であ
り、染色 体異常を 示唆する結果であった。  
②  4 種類の Ane u gens における NS(%)の誘起レベルは、 Colc h i c ine  
(+S9)と Die th yl s t i l bes t ro l  (+S9)に つ い て c l a s toge n と 同 程 度 で
あったが、Colch i c in e  ( -S9)、Die th yl s t i l bes t ro l  ( -S9)、Carbend az i m 
(±S9)および Tr i ch lo r fon  (±S9)については、 c l a s to gen よりも低
かった。Colch i c ine と Die thyl s t i l bes t ro l は、染色体の数的異常と
同 時 に 構 造 異 常 も 誘 発するとの研究報告があ ることから、仮説
と矛盾し ない結果 であった。  
③  12 種類 の non -muta gen は全般的に目立った N S(%)の誘起は無く、
仮説通り の結果で あった。 Toluene の 500  μ g/ ml（＋ S 9）、
β -Caro t ene の 7 .8  μ g /ml（＋ S9）および C yc lohexene の 2 .0  μ g/ ml
（＋ S9）の 3 物 質 において 5%を超えた値を示したが、 Toluene
では高い 細胞毒性 による二次的な毒性作用によって細胞核のス
エリング が生じた ものと示唆された 。他の 2 物質は、予想外の
実験誤差 のためと 考えられ た。   
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第４章  考 察  
４ .１  仮 説 か ら検 証  
6 種類の 染色体 異 常誘発物質による チャイニーズ・ ハムスター由来
の繊維芽 細胞株 C H L を用いた染色体異常試験において、細胞核のスエ
リング（ nuc l ea r  swe l l i ng、NS と略す）の出現率と染色体異常の出現率
との相関 係数は物 質毎に違 いがあったが、最小 0 .84、最大 0 .96 と高い
相関性が 見られた ことから（第 2 章 Tab le  4 参照）、染色体異常誘発物
質が NS を誘 起する という仮説を導いた。この仮説から、NS は間期細
胞核、特 に細胞周 期の G 2 期の染色体の構造異常であると仮定し、 NS
（ %） か ら 染 色 体 異 常 （ %） を 予 測 し た と こ ろ 、 実 測 の 染 色 体 異 常 出
現率に近 い値を示 した（第 2 章 Fi g .9 参照）。  
染色体異 常誘発物 質が NS を誘起するという仮説を検証するために、
マウスリ ンパ腫 由 来の細胞 株 L5 178 Y を用いた試験で は、確かに N S
は 15 種 類の c l a s to gen によって誘起された。また、 4 種の aneu gen は
c l a s togen と ほ と ん ど 同 じ レ ベ ル に 誘 起 す る も の と そ う で な い も の が
あ っ た が 、 誘 起 し た の は 染 色 体 異 常 も 生 じ る こ と が 分 か っ て い る
aneugen であった 。そして 12 種類の no n -muta gen は 3 物質だけ 5%を超
えるよう な N S を 示したが 、一つは高い細胞毒性による二次的な毒性
作用によ るもので あり、他の 2 つは予想外の実験誤差によるものと考
えられた 。以上 31 種類の物 質について、仮説を覆すような結果が 認め
られなか った。  
L5178Y に 対する c l a s togen と non -muta ge n の細胞核のスエリングを、
細胞毒性 R IC C に関 してプロットしたものを Fi g .16 に示した。5%を超
え る よ う な 明 ら か な 細 胞 核 の ス エ リ ン グ は 、 non -muta g en よ り も
c l a s togen によ って 強く誘起 されることが示された。よって、 c l a s to gen
66
は、細胞 核のスエ リングを 誘起するという、 仮説から導かれる期待通
りの検証 結果が得 られた。
F i g . 1 6 .  Plot s  of  nuclear swe l l ing  vs .  RICC in  L5178Y cel l s .
N S = n u c l e a r  s w e l l i n g ,  R I C C =  r e l a t i v e  i n c r e a s e  i n  c e l l  
c o u n t s .
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４ .２  試 験 法 の確 立  
細胞核の スエリン グは、言い換えれば間期の細胞核、特に G2 期に
おける染 色体の構 造異常で あると見做すことができる新しい遺伝毒性
指標であ る。この 新しい指 標を用いた毒性試験では、計測に要する細
胞懸濁液 は用量当 たり約 10  μ l と極めて少量であり、蛍光顕微鏡の画
像解析で 済むこと から、試 験のスケールダウンや測定の自動化が可能
である。 また、被 験物質の 使用量は数 mg で足りる。しかも、検体の
処理から 計測まで 2 日間という短期間で実施できる。さらに、染色体
本数が多 くて染色 体分析が 難しいヒト細胞のような場合においても、
熟練者と 多大な労 力を要す る染色体標本の作製および観察を実施する
ことなく 、染色体 異常の出 現頻度を推定できるなど、様々なメリット
が期待で きる。  
従来の染 色体異 常 試験では、染色体標本を全て人の眼で顕微鏡観察
して判定 しており 、観察を 到底自動化できなかったが、新しく見出さ
れた細胞 核のスエ リングは むしろ機械計測するものであり、自動化が
可能であ る。また 、標本作 製に特別な操作が不要であるだけでなく、
適切な分 裂中期像 を得るた めに、被験物質用量の微調整が必要なこと
が多いが 、そ のよう な微調整を行うことなく、公比 2～ 4 の用量設定で
得られた N S(%)の結果だけ で、遺伝毒性の有無を判断できた。しかも、
これまで に豊富な 研究報告 のある染色体異常試験に則って、試験方法
をデザイ ンしたり 、試験結 果を対比して解釈したりすることが 可能で
ある。こ れらの事 は、これ までの遺伝毒性試験に無かった極めて大き
なメリッ トである ので、細 胞核のスエリング は非常に優れた遺伝毒性
指標であ る。  
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 Tab le  6 に 本 研 究 で 見 出 され た細胞 核のスエリ ングに 基づく新し い
遺伝毒性 試験法（ 表 には NS  t e s t と記した）を、Tab le  2（第 1 章参照）
の既存の 遺伝毒性 試験と比 較して示した。NS  t e s t の値は、本研究の実
施条件を 示したも のだが、 細胞核の大きさを計測する細胞数は、用量
当たり 1 , 000 個 程 度あれば 良いので、細胞数や被験物質使用量 をもう
1 桁以上減ら せると 考えられる。  
 
T a b l e  6 .  R e p r e s e n t a t i v e  i n  v i t r o  g e n o t o x i c i t y  t e s t i n g  
m e t h o d s  
Detection 
system 
Assay Type Test 
Code 
Test 
system 
Cells 
/dose 
Chemical Test 
period 
Cost 
¥1,000 
Gene 
mutation 
Ames test OECD 
471 
Bacteria 108 a few 
grams 
several 
days 
100~ 
Mouse lymphoma 
assay 
OECD 
490 
Mammalian 
cell 
107 a few 
grams 
a few 
months 
1,000~ 
2,000 
Chromosome 
aberration 
Chromosome 
aberration test 
OECD 
473 Mammalian 
cell 
105 
a few 
grams 
a few 
months 
500~ 
2,000 Micronucleus 
test * 
OECD 
487 
NS test 
(Present study) 
－ Mammalian 
cell 
~105 
~ a few 
mg 
several 
days 
a few ~ 
DNA damage umu test ISO 
13829 
Bacteria 108 a few mg several 
days 
100~ 
*  Mic ronuc l eus  t e s t  de t ec t s  bo th  c h ro mos o mal  abe r r a t i ons  and  aneup lo id y.  
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さらに、 NS t e s t に は次のような特徴がある。  
①  計測の自 動化が可 能である。  
②  被験物質 用量の微 調整が不要であり 、公比 2～ 4 の用量設定で得
られる NS(%)  の結 果だけで 、遺伝毒性の有無を判断可能である。 
③  こ れ ま で に 豊 富 な 研 究報告のある染色体異常試験に則って、試
験 方 法 を デ ザ イ ン し たり、試験結果を対比して解釈したりする
ことが可 能である 。  
④  他の遺伝 毒性試験 と同時に実施可能である（実際に第 2 章で、
染色体異 常試験と 同時に測定を行った）。  
 以上の研究成 果の 特徴は、非常に効率良く試験が行えることを示し
ており、こ れまで の 遺伝毒性試験には無かったメリット を有している。
細胞核を 測定する ための蛍 光顕微鏡 、あるいはフローサイトメーター
を複数台 備えるな ど、設備 への初期投資が必要だが、 試験設備を整備
すれば低 いランニ ングコス トで、年間 2 万種類の化学物質を試 験する
ことは容 易であろ う。さら に本研究では、げっ歯類由来の細胞株を使
用したが 、ヒト由 来の細胞 株に切替えることで、ヒトの健康影響につ
いて予測 精度の向 上が期待 できる。  
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４ .３  発 が ん 性予 測 と今後 の展望  
本研究で 得られた 細胞核のスエリング（ NS）は、S 期の終わりか G2
期に生じ たものと 推定され るが、N S(%)と CA(%)が良く相関しており、
さらに第 ２章２ .３ 項で述べ たように NS(%)  から CA(%)が推定できる
ことから 、染色体 の構造異 常が G2 期から M 期にほぼ引継がれている
ことにな る。し か し、正常 な細胞では、 G2/M チェックポイント（ G2
から M への移 行期 ）において、 D NA に損傷を受けた細胞は、損傷修
復を行う ために細 胞周期が 停止するか、アポトーシスのような細胞死
を生じる [61 ]。した がって CH L では、 G2/M チェックポイントが十分
に働いて いないと いうこと が言える。このように、i n  v i t ro のほ乳類の
培養細胞 では、 i n  v i vo の正常な細胞と同じ機能が一部十分に働いてい
ないこと があり、陽 性結果が必ずしも i n  v i vo の結果を、予測できてい
ないので 注意が必 要である 。 C HL や L5178Y は遺伝毒性の検出感度は
高いが、 i n  v i vo の 予測精度 が低いと言われているので、予測精度を高
めるため には、培養 細胞の種類の選定が大切であると考えられる [ 62 ]。 
 本研究 の第３章 で細胞核 のスエリングを誘起した c l a s togen と、
aneugen について 発 がん予測を検証した。その際、次の ①～③の 基準
を満たす 場合に発 がん性が 高いと予想した。  
①  医 薬 品 の 遺 伝 毒 性 の ガイダンスに準じて、医薬品の臨床曝露に
おける血 中濃度に 基づき、1  mM または 500  μ g/ ml の何れか低い
濃度以下 の用量に おいて、 十分に高い NS(%)を示す。  
②  NS(%)の十分に 高い 値とは、細胞周期の G2 期の細胞の過半数に
スエリン グを誘発 すると仮定して、 G 2 期が約 25%（２ .２ .３項
を参照） なので、 その過半数は 13%以上である。  
③  反応性が 高いこと 、すなわ ち短時間処理で十分高い NS (%)を示
す。本 研究は 、全 て 短時間処理で実施しており これに該当する。  
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化学物質 の発がん 性評価は 、下記の G HS 分類に従った。日本産業衛
生学会や 国際がん 研究機関 などの発がん評価結果がないものは、動物
の発がん 試験で陽 性であれ ば、ヒトへの発がんが疑われると判断した。
なお、発 がん性評 価区分の 詳細および参照については付録に示した。  
 GHS の発がん 性 分類  
 区分 1：ヒ トに対 する発がん性が知られている、また は恐らく発が
ん性があ る。区分 1 はさらに次のように区分しても良い。  
 区分１ A：主 とし てヒトでの発がんの証拠がある。   
 区分１ B：主 とし て動物での証拠があり、ヒトに対して恐らく発
がん性が ある。  
区分２： ヒトに対 する発がん性が疑われる。ヒトまた は動物での限
られた証 拠がある （証拠が 不十分である場合）。  
分類でき ない（ Clas s i f i ca t i on  no t  pos s ib l e）：データが不足している。  
区分外（ Not  c l a s s i f i ed）：発がんを否定する十分なデータがある。  
 
 Tab le  7 に検証結 果を示し た。細胞核のスエリングが基準①～③を満
たした NS(%)を赤 の背景に 白字で示した。細胞核のスエリングから予
測される 発がん物 質は、Tr i ch lo r fon を除いて G HS の発がん性分類に該
当する物 質（黄色 地の物質）と良く一致した。 Tr i ch lo r fon は、代謝活
性化系（ + S9  mix）では細胞 核のスエリングを誘起しないので、実際の
動物では 代謝無毒 化され発 がんしないと考えれば、極めて良好な一致
であった 。発がん 性と一致 率が高いことが知られる A mes 試験と比較
しても、 高い予測 精度であ った。なお A mes 試験では、染色体構造の
ない微生 物を用い るので、染色体数に影響を及ぼす Aneu gens に対する
予測精度 が悪いよ うに見え るのは当然の結果 と考えられる。  
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T a b l e  7 .  C a r c i n o g e n i c i t y  e v a l u a t i o n  r e s u l t s  b y  t h e  
L 5 1 7 8 Y  n u c l e a r  s w e l l i n g  
Co mp ound  MW S9  
mi x  
Max  
o f  NS 
(%)  
Conc .  
(μg/ ml )  
R ICC  
(%)  
GHS  A mes  
Clas togens         
MMC 334  - 21 .8  0 .49  28  
2  Pos i t i ve  
  + 17 .1  2 .0  26  
MMS 110  - 19 .9  31  42  
1B  Pos i t i ve  
  + 28 .9  31  29  
MNNG  147  - 16 .9  0 .49  64  
1B  Pos i t i ve  
  + 18 .5  0 .49  63  
B[a ]P  252  + 34 .9  31  5  1A  Pos i t i ve  
CP  279  + 16 .3  20  15  1A  Pos i t i ve  
DMBA  256  + 22 .4  7 .8  0  1B  Pos i t i ve  
Ace t a minophe n  151  - 3 .6  156  88  
- Ne ga t ive    + 6 .7  156  93  
Sod iu m A zide  65  - 6 .4  125  78  
- Pos i t i ve     + 7 .0  125  80  
AF2  248  - 20 .6  125  0  
2  Pos i t i ve  
   + 25 .7  125  0  
4NQ O  190  - 15 .7  0 .49  16  
2  Pos i t i ve    + 26 .8  2 .0  13  
2 -Ace t a midof luo rene  223  + 13 .2  31  91  1B  Pos i t i ve  
Trp -P -2  Ace t a t e  257  + 35 .4  2 .0  8  2  Pos i t i ve  
2 -A minoan th racene  193  + 18 .7  39  1  2  Pos i t i ve  
Diphen yl a mine  169  + 11 .2  31  26  - Ne ga t ive  
Pyro ga l l o l  126  - 8 .9  31  5  
- Pos i t i ve  
  + 10 .8  31  5  
Aneugens         
Carbenda z i m 191  + 19 .5  125  0  2  Pos i t i ve  
Co lch i c ine  399  + 22 .1  0 .12  8  2  Ne ga t i ve  
Die thyl s t i l bes t ro l  268  + 26 .5  31  0  1A  Ne ga t i ve  
Tr i ch lo r fon  257  - 29 .2  125  0  
- Pos i t i ve  
  + 2 .7  125  9  
Whi t e  l e t t e r s  i nd i ca te  su ff i c i en t l y  h i ghe r  t han  con t ro l s  (NS>13 %) .  
GHS (1 A) :  T he  p l ac ing  o f  a  che mica l  kno wn to  ha ve  ca r c ino ge n i c  po t en t i a l  
f o r  hu mans  i n  Ca t e go ry  1 A i s  l a rge l y  base d  on  hu man  e vide nce .  
GHS  (1B) :  T he  p l ac i ng  o f  a  che mica l  p r e s u med  to  ha ve  ca r c ino gen i c  
po t en t i a l  f o r  hu mans  i n  Ca t e gor y  1 B i s  l a rge l y  base d  on  a n i ma l  ev iden ce .  
GHS  (2 ) :  Suspec t ed  hu man  ca rc ino ge ns .  
GHS  ( -) :  C l a s s i f i ca t ion  no t  pos s ib l e .  
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Tab l e  7 の検証結果 は、濃度と NS(%)の基準設定が非常に有効であっ
た。ただ し、 2 -Ace t a midof luo rene、 Diph enyla mine および P yroga l l o l の
3 物質の NS(%)は、 基準値 13%に対してその差は 0 .2～ 2 . 2％と僅差で
あること から、発 がん性の 予測が非常に難しいことが分かる。今回、
期待以上 の予測結 果が得ら れたのは 非常に幸運であった。  
 
これまで の研究成 果から本 試験法の、今後の課題について次に要約
した。  
①  が ん 原 性 試 験 と の比 較検討をより多くの物質について実施して、
がん原性 物質の予 測精度を検証する。  
②  ヒト由来 の細胞株、例えばヒトリンパ芽球由来の細胞株 T K 6 を
用いてが ん原性予 測を検証する。  
③  細 胞 核 ス エ リ ン グ の 測定においては、測定機器によって精度の
向 上 や 効 率 化 が 期 待 されるので、フローサイトメーターなど他
の機器に ついても 検証する。  
④  で き れ ば ス エ リ ン グ が生じた細胞核を、 詳細に顕微鏡観察して
染 色 体 テ リ ト リ ー の 変化と、スエリングの様子を正確に把握す
る。  
⑤  本 試 験 法 は 原 理 的 に 全ての真核生物の細胞に 適用可能と考えら
れ る の で 、 例 え ば 酵 母細胞などを用いて環境毒性分野への応用
を検証す る。  
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第５章  総 括  
遺伝毒性 試験は 、 高生産量の化学物質や医薬品などを除き、殆どの
化学物質 にとって 、実質的 に唯一の有害性調査の手段であり重要な役
割を担っ ている。 しかし、 労働安全衛生法の少量新規物質などのよう
に年間お よそ 2 万 種類の化 学物質に利用でき るようにするためには、
現行の A mes 試験に 比べて、処理能力が 10 倍以上高く且つがん原性物
質の予測 精度が高 い試験方 法が必要である。 計測が容易な遺伝毒性指
標をほ乳 類の培養 細胞に見 出すことができれば、様々な種類の細胞に
も応用可 能 な 汎 用 性 の 非 常 に 高い試 験法となり 、 A mes 試験を超え る
新たな遺 伝毒性試 験が創造 できる可能性がある。  
そこで、 本博士 論 文研究では、見落とされていた細胞核のスエリン
グ（肥大 化）に着 目した。 本研究では、まず第 2 章で細胞核のスエリ
ングと、 既知の遺 伝毒性指 標である染色体異常との関係性について研
究した。 次の第 3 章では、第 2 章の結果から導いた仮説について、既
知の化学 物質を用 いて実験 検証した。第 4 章では、第 2 章と第 3 章の
結果を総 合的に考 察した。第 5 章では、以上の内容を総括した。  
 
以下に各 研究で得 られた結論を総括 した。  
第 1 章では、化 学 物質の管理動向と有害性調査の実情から、遺伝毒
性試験法 の革新が 必要なこ とについて論述し、本研究の目的について
述べた。  
 
第 2 章では、哺乳類 の培養細胞である C HL を用いた短時間処理法の
染色体異 常試験を 通して、 細胞核のスエリングと既知の遺伝毒性指標
である染 色体異常 との関連 性について検討結果を述べ、以下の結果を
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得た。  
①  MMC、MMS、MNN G、B(a )P、CP および DM BA の 6 種類の c l a s togen
について 、細胞核 のスエリ ング（ nuc l ea r  swe l l i ng、 NS と略す） (%)は
そ れ ぞ れ の 化 合 物 に つ い て 、 用 量 依 存 的 に 増 加 し 染 色 体 異 常
（ chro moso me  abe r r a t i on、 CA と略す） (%)と高い相関性 があった。  
②  c l a s togen に よ る 染 色 体 異 常 が 、 間 期 の 細 胞 核 の 染 色 体 テ リ ト
リーに歪 みを生み 、その結 果として NS を誘起すると推定した。 すな
わち、 c l a s to gen が NS を誘起するという仮説を導いた。  
③  仮説から、NS が間 期核、特に G2 期の染色体（構造）異常であ
ると仮定 すると、 N S(%)から C A(%)を推定できる可能性がある。実際
に NS(%)から予測 した値は 、実測の C A(%)に近い値を示した。  
 
第 3 章で は、 c l a s to gen は N S を誘発するという仮説を立て、リンパ
球様細胞 L 5178Y を 用いて、 15 種の c l a s togen、 4 種の aneu gen および
12 種の non -muta gen について NS を測定した。ほとんどの c l a s togen は、
5% 以 上 の NS(%) を 誘 起 し 、 用 量 依 存 的 に 増 加 し た 。 a ne uge n は 、
c l a s togen と同 程度 か高い細 胞毒性用量においてのみ NS を誘起した。
non -muta ge n によ る NS(%)は、殆ど 5%以下であった。以上の結果は、
仮説から 期待され た通り、 染色体異常誘発物質によって細胞核のスエ
リングが 、誘発さ れるとい う検証結 果であった。  
 
第 4 章では、第 2 章と第 3 章の研究成果を合わせて考察した。 細胞
核の スエ リン グ は 、 言 い 換 えれ ば 間 期の 細胞 核、 特 に 細胞 周期 の G2
期におけ る染色体 の構造異 常である ことを示唆しており、新しい遺伝
毒性指標 である。 この指標 に基づく新しい本遺伝毒性試験法は、既存
の試験法 と比較し て大きな メリットを有しており、次の①～④が可能
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であった 。  
①計測の 自動化が できる。  
②被験物 質濃度の 微調整が不要である。  
③既知の 染色体 異 常試験と対比して 、試験をデザインしたり結果を
解釈した りできる 。  
④染色体 異常試験 などと同時に実施 できる。  
さらに、 本研究 成 果を発がん性予測について検証したところ、予想
以上に発 がん性と 良い一致 を示したことから、本研究の今後の課題に
ついても 考察した 。  
第 5 章では、総括 した。  
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付録  
本研究で 用いた化 学物質の G HS 4発がん性評価区分について記す。  
GHS の 発がん性 物 質の定義を 20 15 年改訂６版から一部抜粋した。  
「発がん 性物質 と は、がんを誘発するか、またはその発生率を増加
させる物 質あるい は混合物 を意味する。動物を用いて適切に実施され
た実験研 究で良性 および悪 性腫瘍を誘発した物質および混合物もまた、
腫瘍形成 のメカニ ズムがヒ トに関係しないとする強力な証拠がない限
りは、ヒ トに対す る発がん 性物質として推定されるかまたはその疑い
があると 考えられ る。」  
 GHS の発がん 性 物質の有 害性区分は次の通りである。  
区分１： ヒトに 対 する発がん性が知られているあるいは恐らく発が
ん性があ る。個々 の 物質はさらに次のように区別されることもある： 
区分１Ａ ：ヒトに 対する発がん性が知られている：主としてヒト
での証拠 により物 質をここに分類する。  
区分１Ｂ ：ヒトに 対しておそらく発がん性がある：主として動物
での証拠 により物 質をここに分類する。  
区分２： ヒトに対 する発がん性が疑われる。  
区分１、 ２に該当 しない化学物質はさらに次のように区分する。  
分類でき ない（ Clas s i f i ca t i on  no t  pos s ib l e）：データが不足している。  
区分外（ Not  c l a s s i f i ed）：発がんを否定する十分なデータがある。  
個々の物 質の評 価 区分は、危険有害性の総説、データ集や研究機関
のランク 付け報告 などを参 考にした。GHS 分類と主な研究機関におけ
る分類と の対応表 と主な情 報源を次に示した。  
                                                     
4  GHS： 2 003 年に国 連勧告として採択 された化学品の分類および表示
に関する 世界調和 システム （ T he  Glob a l l y  Har moni zed  S ys t e m o f  
Cla s s i f i ca t i on  and  La be l l i ng  o f  Che mica l s）。  
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発がん性の GHS 分 類と他の期間における分類の対応表  
GHS  IA RC  産衛  
学会  
AC G I
H  
EPA*  
1986  
EPA  
1996  
EPA  
2005  
NT P 
1A 1  1  A1  A  K /L  C AH  A  
1B  2A 2A A2  B1  L  B  
2  2B  2B  A3  C S   
分 類 で き
ない  
3   A4  D  CBD I   
区分外  4   A5  E  NL  NL   
*EPA は年代 ごとに 評価区分が変更されている。  
 
①  IA RC（国際 がん研 究機関）  
h t t p : / /mono grap hs . i a r c . f r /ENG/Clas s i f i ca t i on / i ndex .php  
 
②  日本産業 衛生学会  
h t t p s : / /www.sane i .o r. j p /  
許容濃度 等の勧告 （ 2015 年度）、  
h t t p : / / j oh . s ane i .o r. j p /pd f / j 57 / j 57_4_07 .pdf  
 
③  AC G IH（米 国産業 衛生専門家会議）  
h t t p : / /www.ac gih . o rg /ho me  
 
④  EPA（米国環境 保護 庁）  
2005 年記述式 分類  
Gu ide l i nes  fo r  Ca rc i noge n  Ri s k  Asses s me n t  (2005)  
h t tps : / /www3.epa .gov/a i r toxics /cancer_guide l ines_f ina l_3-25-05 .pdf  
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1986 年のガイ ドラ イン  
Gu ide l i nes  fo r  Ca rc i noge n  Ri s k  Asses s me n t  (1986)  
h t t p s : / / c fpub .epa .go v /ncea / r i sk / r eco rd i sp l ay. c f m?de id=54 933&CF ID
=54973955 &C FTOK EN=4756 7326  
 
⑤  NT P（米国国 家毒性 計画）  
L i s t i ng  Cr i t e r i a  
h t t p : / / n tp .n i ehs .n ih .gov/pu bhea l t h / roc / c r i t e r i a / i ndex .h tml  
 
⑥  W E B K I S -P L U S  
以上のデ ータなど を網羅した化学物質データベース。  
h t t p : / /w -che mdb .n i e s .go . j p /  
 
①～⑥ に情報 がな い物質は、 TOX NET（ h t tps : / / t oxne t .n lm. n ih .go v/）
の発がん 性試験の 結果を参 照して分類した。Tab le  8 に本研究で用いた
化学物質 の発がん 性情報を 示した。  
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T a b l e  8 .  Data  sources  of  Carcinogen ic i ty  c lass i f icat ion  
Co mp ound  Carc ino gen i c i t y  c l a s s i f i ca t i on  
Clas togens   
MMC IA R C -2B  
MMS IA R C -2A  
MNNG  IA R C -2A  
B[a ]P  IA R C -1  
CP  IA R C -1  
DMBA  TO X NE T (C arc inog en i c i t y  t e s t s :  P os i t i ve )  
Ace t a minophe n  IA R C -3  
Sod iu m A zide  A C G IH -A 4  
AF2  IA R C -2B  
4NQ O  TO X NE T (C arc inog en i c i t y  t e s t s :  P os i t i ve )  
2 -Ace t a midof luo rene  N TP -B  
Trp -P -2  Ace t a t e  TO X NE T (C arc inog en i c i t y  t e s t s :  P os i t i ve )  
2 -A minoan th racene  TO X NE T (C arc inog en i c i t y  t e s t s :  P os i t i ve )  
Diphen yl a mine  A C G IH -A 4  
E PA -N o t  L i ke l y  to  be  C a rc inoge n ic  to  H u ma n .  
Pyro ga l l o l  TO X NE T (C arc inog en i c i t y  t e s t s :  N ega t i ve )  
Aneugens   
Ca rbenda z i m E PA -C  
Co lch i c ine  IA R C -2B  
Die thyl s t i l bes t ro l  IA R C -1  
Tr i ch lo r fon  IA R C -3  
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